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KB: Medio King’s B
LB: Medio Luria-Bertani
LDAP: Lipid Droplet Associated Protein
LDIP: LDAP Interacting Protein
LDs: cuerpos lipídicos
LOX: lipoxigenasa
MAMP: Microbial-associated molecular patterns
MS: Medio Murashige-Skoog
NB-LRR: Nucleotide-binding site leucine-rich repeat
PAMP: Pathogen-associated molecular patterns
PRR: Pattern recognition receptor
Pss: Pseudomonas syringae pv. syringae
Pst: Pseudomonas syringae pv. tomato
PUFA: ácidos grasos poliinsaturados.
RNS: especies reactivas de nitrógeno
ROS: especias reactivas de oxígeno
SA: ácido salicílico.
SAR: Resistencia sistémica adquirida
SE: ésteres de esterol
SRRP: Small Rubber Particle Protein
TAG: triacilglicéridos
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Resumen
En este trabajo hemos observado la formación de cuerpos lipídicos en hojas de
Arabidopsis durante la respuesta de la planta a la infección con la bacteria hemibiotrofa
Pseudomonas syringae DC3000  avrRpm1 y durante la senescencia de la planta. Para
analizar su composición hemos puesto a punto un método de purificación que permite
obtener  fracciones  enriquecidas  en  LDs  mediante  centrifugación  en  gradientes  de
densidad.  Las  fracciones  de  LDs  obtenidas  han  sido  examinadas  mediante
espectrometría  de  masas  y  los  proteomas  correspondientes  han  sido  determinados.
Estos análisis han puesto de manifiesto la presencia de 70 proteínas en los proteomas de
LDs obtenidos de tejidos senescentes y de 72 y 81 proteínas en los proteomas de LDs
procedentes de hojas infectadas con la bacteria  Pst DC3000 avrRpm1 durante 24 y 72
horas,  respectivamente.  El  análisis  de  los  proteomas  caracterizados  mostró  un
enriquecimiento en proteínas que participan en la  respuesta de la  planta a estímulos
bióticos y abióticos, a estrés y en el transporte entre orgánulos o estructuras celulares, lo
que sugiere la participación de los LDs en este tipo de procesos. La validez de los datos
proteómicos se examinó mediante expresión transitoria de proteínas de fusión con GFP
en hojas de  Nicotiana benthamiana durante la defensa activada por la infección de la
bacteria  Pseudomonas  syringae pv.  syringae.  Estos  ensayos  permitieron  confirmar  la
localización de las enzimas GPAT4, GPAT8, ALDH3F1, α-DOX1 y CLO3 en LDs, mientras
que la proteína PAD3:GFP se localiza en la membrana y en el ER en forma de vesículas.
La presencia de proteínas de tipo GPAT sugiere la participación de los LDs en procesos
relacionados con la modificación y/o síntesis de la cutina. Por otro lado, la presencia de
ALDH3F1, α-DOX1 y CLO3 apoya la participación de los LDs en la síntesis de oxilipinas.
Las  proteínas  identificadas  ponen  de  manifiesto  la  presencia  en  los  LDs  de  nuevos
componentes proteicos, no identificados hasta el momento, y permiten proponer nuevas




Here, we studied the accumulation of lipid droplets in leaves of Arabidopsis during
the plant response to Pst DC3000 avrRpm1 infection and during senescence. In order to
increase our knowledge about lipid droplet protein content we established a procedure to
isolate  highly  pure  lipid  droplets  fractions  from vegetative  tissues  by  density  gradient
centrifugation. We used shotgun proteomics to define the proteome of the lipid droplets. In
these studies we found that the LDs proteome of senescent leaves contain 70 proteins,
whereas the LD proteome from Pst DC3000 avrRpm1 infected leaves at 24 h and 72 h
post-infection contained 72 and 81 proteins, respectively. The analyses of the proteomes
characterized  revealed  an  enrichment  in  proteins  involved  in  response  in  GO  terms
related  to  abiotic  or  biotic  stimulus,  stress  and  transport,  suggesting  the  role  of  lipid
droplets in these biological processes. In order to validate our proteomic results, we used
transient expression in  Nicotiana benthamiana  leaves to confirm the localization in lipid
droplets of a few candidates proteins. Thus, enzymes like GPAT4, GPAT8, ALDH3F1, α-
DOX1 and CLO3 were localized in lipid droplets. The presence of GPAT proteins in lipid
droplets suggests a role of  lipid droplets in cutin assembly,  a key component of  plant
cuticle, whereas the presence of ALDH3F1, α-DOX1 and CLO3 support the participation
of these organelles in the synthesis of oxylipins Together, these results reveal new lipid





Introducción a la defensa de plantas
Tanto en su medio natural como en las condiciones de cultivo agrícola, las plantas
están expuestas a  estreses ambientales,  que generalmente  afectan negativamente al
crecimiento, al desarrollo y a la productividad. Este tipo de estreses puede dividirse en
abióticos, si está ocasionado por un exceso o déficit  en el ambiente físico o químico,
como pueden ser la sequía, las temperaturas extremas, salinidad, luz insuficiente, etc., o
bióticos, si es debido a otros organismos  (Buchanan et al., 2017). Por ello, las plantas
han desarrollado a lo largo de su evolución diversas estrategias de adaptación que les
permite hacer frente a este tipo de estreses.
Interacción planta-patógeno
Las plantas deben defenderse continuamente del ataque de patógenos, tales como
bacterias,  virus,  oomicetos  e  invertebrados.  Para  ello  disponen  de  una  serie  de
mecanismos de defensa que les permiten responder de una forma adecuada frente a
estos agentes patógenos. Parte de los mecanismos defensivos están presentes en la
planta de manera constitutiva actuando como barreras físicas y químicas preformadas
que dificultan la entrada del patógeno, y conforman una primera línea de defensa. Por el
contrario, las defensas inducidas se activan cuando el patógeno ha logrado penetrar al
interior  de  la  planta,  bien  a  través  de  aberturas  naturales,  heridas,  o  empleando
mecanismos activos de penetración, e implican la participación de rutas específicas de
señalización (Pieterse et al., 2009).
El ataque de las plantas por organismos patógenos permite establecer dos tipos de
interacciones  denominadas  compatibles  e  incompatibles  (Hammond-Kosack  y  Parker,
2003).  En  las  interacciones  incompatibles,  el  patógeno  es  capaz  de  establecer  una
infección inicial en el área de entrada, pero no consigue progresar e invadir otros tejidos,
con lo que la planta es resistente a dicho patógeno, y éste recibe el nombre de avirulento.
Por el  contrario,  en las interacciones compatibles el  patógeno es capaz de progresar
desde el punto de infección inicial y se extiende sistémicamente por el resto de la planta.
En este caso se dice que la planta es susceptible y el patógeno virulento. Por otro lado,
los  patógenos  pueden  dividirse  en  dos  grandes  grupos  en  función  de  la  estrategia
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empleada durante la infección: biotrofos y necrotrofos. Los patógenos biotrofos obtienen
nutrientes a partir  de tejidos vegetativos vivos,  por  lo  que la  infección no conlleva la
muerte de las zonas afectadas,  mientras que los patógenos necrotrofos obtienen sus
nutrientes a partir de tejidos vegetales muertos o senescentes. En este último caso la
infección sí conlleva la muerte de la zona infectada. No obstante existen patógenos cuya
estrategia no se ajusta de forma estricta a ninguno de estos dos casos, sino que las
estrategias de infección varían en las distintas etapas de su ciclo vital o dependiendo de
las condiciones del medio, en cuyo caso reciben el nombre de hemibiotrofos (Glazebrook,
2005).
La respuesta de defensa vegetal
Mecanismos de reconocimiento del patógeno
Todos aquellos mecanismos de defensa que se activan en la planta en respuesta a
la  presencia  de  patógenos  se  conocen  como  defensa  o  inmunidad  vegetal.  Dichos
mecanismos actúan en dos niveles que se inducen de forma consecutiva de acuerdo al
progreso de la  infección.  En el  primer  nivel  se  encuadran las  estrategias  defensivas
mediadas por un conjunto de receptores situados en la membrana plasmática conocidos
como PRRs (del inglés Pattern-Recognition Receptors). Estos receptores son capaces de
reconocer patrones moleculares conservados asociados a microorganismos patógenos,
denominados MAMPs (del inglés  Microbe-Associated Molecular Pattern) o PAMPs (del
inglés  Pathogen-Associated Molecular Pattern)  (Zipfel y Felix,  2005; Mackey y McFall,
2006; Zipfel, 2008). El reconocimiento de PAMPs por parte de los PRRs desencadena
cascadas de señalización en la planta encaminadas a restringir la entrada y proliferación
del  patógeno,  que  se  denominan  en  su  conjunto  PTI  (del  inglés  PAMP-Triggered
Immunity) (Nürnberger y Lipka, 2005; Ham et al., 2007) (Figura 1). En algunas ocasiones
esta respuesta puede ser suficiente para evitar la enfermedad en la planta (Zipfel et al.,
2004; Jones y Dangl, 2006).
En el segundo nivel encontramos la denominada resistencia inducida por efectores,
más eficaz e intensa. Las proteínas R o de resistencia (también conocidas como NB-
LRR)  (Jones y Dangl, 2006) son capaces de reconocer efectores microbianos (factores
de  avirulencia)  liberados  por  los  patógenos  durante  la  infección.  Este  proceso  de
reconocimiento, que ocurre en el citosol de la célula, desemboca en una respuesta similar
a la PTI, pero más intensa y de mayor amplitud, denominada resistencia inducida por
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efector o ETI (del inglés Effector-triggered immunity) (Jones y Dangl, 2006; Zipfel, 2008)
(Figura 1). Con frecuencia la ETI conlleva la activación de la respuesta hipersensible o
HR (Chisholm et al., 2006; Jones y Dangl, 2006) destinada a controlar la propagación del
patógeno  hacia  otros  tejidos  mediante  la  inducción de un proceso  de muerte  celular
programada en los puntos de infección.
Respuestas celulares en la defensa vegetal
El  reconocimiento  del  patógeno  por  parte  de  la  planta,  bien  por  medio  de  los
receptores PRRs o por medio de proteínas R, desencadena una serie de eventos en el
interior de la célula vegetal. Aunque la percepción del patógeno depende de mecanismos
complejos que pueden llegar a ser altamente específicos, los cambios que tienen lugar
tras dicho reconocimiento son similares. No obstante, se han descrito diferencias en los
primeros pasos de la señalización, así como en la intensidad y el tiempo de inducción de
ambas respuestas  (Jones y Dangl, 2006; Tsuda y Katagiri, 2010). Uno de los primeros
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Figura  1.   Principios  de  la  inmunidad  vegetal. Las  moléculas
liberadas  por  los  patógenos  al  espacio  extracelular,  denominadas
PAMPs, son reconocidas por los receptores PRR, que activan a su vez
una primera respuesta de defensa conocida como PTI. Además, los
organismos  patógenos  disponen  a  menudo  de  mecanismos  que
contrarrestan  esta  respuesta  por  medio  de  efectores  que  tras  su
liberación al interior de la célula vegetal, suprimen la respuesta PTI.
Las plantas a su vez han desarrollado un segundo nivel de defensa,
en el que los efectores producidos por los patógenos son reconocidos
por receptores intracelulares, conocidos como proteínas NB-LRR, que
inducen  una  respuesta  de  defensa  más  intensa  denominada  ETI.
Tomado de Doods y Rathjen, 2010.
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eventos que se producen tras el reconocimiento del patógeno es la alteración en el flujo
de iones a través de la membrana plasmática, que ocasiona la entrada de H+ y Ca2+ en la
célula y la salida de K+ y aniones al espacio extracelular (Nürnberger y Lipka, 2005). Esto
provoca la despolarización de la membrana que tiene como consecuencia la producción
de un estallido oxidativo, encaminado a la generación de especies reactivas de oxígeno
(ROS) y especies reactivas de óxido nítrico (RNS) (Lamb y Dixon, 1997; Apel y Hirt, 2004;
Laloi et al., 2004; Averyanov, 2009). La generación de estos compuestos tiene lugar en
distintos  orgánulos  y  compartimentos  celulares,  como  mitocondrias,  cloroplastos,
peroxisomas  o  el  espacio  extracelular.  Las  especies  reactivas  de  oxígeno  ejercen
distintas acciones en relación a la  defensa vegetal.  Dada su alta  reactividad,  poseen
actividad antimicrobiana directa (Fang, 2004; Shetty et al., 2008) y su acumulación puede
ocasionar  daños  celulares,  entre  los  que  se  incluyen  la  peroxidación  de  lípidos  de
membrana,  la  alteración  de  proteínas  y  daños  en  el  DNA,  que  contribuyen  al
envejecimiento celular, llegando incluso a provocar la muerte del tejido (Doke et al., 1996;
Foyer y Noctor, 2005; Asai et al., 2008). Además participan en otros procesos de defensa
de la planta, como la formación de lignina y calosa (O’Brien et al., 2012) y la activación de
la respuesta sistémica (Miller et al., 2009; Dubiella et al., 2013).
La inducción de PTI  está con frecuencia acompañada de la  activación de MAP
quinasas,  que  conducen  a  la  modificación  de  proteínas  como  algunos  factores  de
transcripción, componentes del citoesqueleto y otras quinasas, además de formar parte
de la resistencia basal  (Meng y Zhang, 2013). En respuesta a la infección también se
producen diversas clases de proteínas y metabolitos con actividad antimicrobiana, entre
los que encontramos enzimas que degradan la pared celular de hongos, proteínas que
alteran la permeabilidad de la membrana plasmática o proteasas que actuarían sobre las
proteínas del patógeno (Ferreira et al., 2007).
Fitohormonas en la defensa vegetal
La activación de la respuesta de defensa vegetal conlleva la inducción coordinada
de numerosos procesos como los anteriormente mencionados. Todo ello se encuentra
regulado  por  la  acción  de  moléculas  señalizadoras,  entre  las  que  destacan  las
fitohormonas ácido salicílico (SA), jasmonatos (JA) y etileno (ET) (Thomma et al., 2001;
Pieterse  et  al.,  2009).  Estas  fitohormonas  son  capaces  de  controlar  la  respuesta  de
defensa de la planta mediante la regulación de los genes necesarios para hacer frente a
cada tipo de patógeno. De manera general, la ruta de señalización regulada por SA está
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asociada con la resistencia frente a patógenos de tipo biotrofo y hemibiotrofo, mientras
que  la  combinación  de  las  rutas  de  señalización  reguladas  por  JA y  ET activan  la
resistencia frente a patógenos necrotrofos (Glazebrook, 2005). Estas dos rutas son en su
mayor parte antagónicas.
El SA participa en la activación de la resistencia inducida, el establecimiento de la
respuesta hipersensible (Alvarez, 2000), la inducción de la resistencia sistémica adquirida
(SAR) (Fu y Dong, 2013) y la limitación del crecimiento de patógenos (Vlot et al., 2009), lo
que da idea de la importancia que esta fitohormona posee en la resistencia vegetal. La
actividad principal del SA se realiza a través del activador transcripcional NPR1 (Mou et
al., 2003; Rochon et al., 2006) que en presencia de SA da lugar a su forma monomérica
activa  que  es  capaz  de  entrar  al  núcleo,  favoreciendo  la  unión  de  factores  de
transcripción a los elementos reguladores de los promotores de los genes de respuesta a
SA.
El  JA también  regula  un  importante  número  de  genes  de  defensa.  Su  síntesis
comienza en los cloroplastos, donde se produce la oxidación del ácido linolénico (18:3)
por la acción de 13-lipoxigenasas (Bannenberg et al., 2009a). La respuesta a JA se activa
como consecuencia de su interacción con la proteína COI1, perteneciente al complejo de
ubiquitinación SCFCOI1 (Browse, 2009; Sheard et al., 2010), que ocasiona la degradación
de los represores constitutivos JAZ y la liberación de factores de transcripción (MYC2,
ORA59 o ERF1), que actúan en la inducción de la expresión de genes de defensa (Chini
et al., 2009; Fonseca et al., 2009).
Finalmente, el ET regula otra parte importante de la activación de la respuesta de
defensa vegetal y la ruta de señalización ha sido bien caracterizada. La percepción de
etileno se realiza por medio de receptores como ETR1, que se localizan en la membrana
del  retículo  endoplásmico  (Kendrick  y  Chang,  2008),  y  que actúan como reguladores
negativos de la ruta (Hua y Meyerowitz, 1998). Cuando el etileno se une al receptor, éste
se inhibe, lo que activa los reguladores positivos que provocan la síntesis de factores de
transcripción  específicos  de  la  respuesta  a  esta  fitohormona,  que  contribuye  a  la
inducción de la expresión de genes de defensa como PDF1.2. Esta ruta actúa de forma




Los lípidos son compuestos esenciales en todos los organismos vivos debido a la
amplia variedad de funciones que llevan a cabo. Así, pueden realizar un papel estructural,
ser una fuente importante de energía o actuar como señales celulares contribuyendo a la
regulación  de  procesos  relacionados  con  el  desarrollo  o  la  adaptación  a  distintas
condiciones de estrés (Buchanan et al., 2017)
Las  oxilipinas  constituyen  una  familia  de  derivados  lipídicos  con  estructuras  y
actividades biológicas diversas, que son sintetizados a partir de distintos ácidos grasos
(Mosblech et al., 2009). Estos compuestos representan el equivalente en plantas de los
eicosanoides  de mamíferos,  que se sintetizan a  partir  del  ácido  araquidónico,  de 20
átomos  de  carbono,  y  participan  como  señales  en  la  regulación  de  procesos  del
desarrollo y de la respuesta inmune en vertebrados (Yaqoob, 2003; Wymann y Schneiter,
2008). En plantas, las oxilipinas participan en la regulación de la respuesta de defensa
frente  a  microorganismos  patógenos,  en  procesos  de  reproducción  y  en  desarrollo
vegetal  (López et  al.,  2008;  Bannenberg et  al.,  2009a;  Kachroo y Kachroo,  2009).  Al
tratarse  de  moléculas  más  polares  que  los  ácidos  grasos  de  los  que  proceden,  las
oxilipinas son especialmente adecuadas para el establecimiento de la comunicación entre
los procesos oxidativos de las membranas y el interior celular,  y en general actuando
como moléculas señalizadoras (Eckardt, 2008).
Síntesis
En  plantas,  la  biosíntesis  de  oxilipinas  se  inicia  mediante  la  incorporación  de
oxígeno en las moléculas de ácidos grasos, principalmente insaturados como el ácido
linoléico (18:2) y linolénico (18:3).  Este proceso tiene lugar preferentemente mediante
oxidación enzimática catalizada por dos tipos de oxigenasas, las lipoxigenasas (LOXes) y
las  α-dioxigenasas (Blée,  1998;  Hamberg  et  al.,  1999).  No  obstante,  la  síntesis  de
oxilipinas también tiene lugar mediante oxidación química no enzimática, como resultado
de  la  interacción  de  los  ácidos  grasos  con  radicales  libres  y  especies  reactivas  de
oxígeno (ROS)  (Savchenko et al.,  2014). Como consecuencia de estas reacciones se
generan derivados hidroperóxidos inestables que constituyen los productos primarios de




Son un tipo de oxigenasas que transfieren al sustrato ambos átomos de la molécula
de O2. Esta transferencia la realizan sobre el carbono α de los ácidos grasos sobre el que
actúan,  situado  en  posición adyacente  al  carbono  que  porta  el  grupo  funcional
carboxílico, generando los correspondientes derivados 2-hidroperóxidos (Figura 2).
Esta  actividad  enzimática  fue  detectada  inicialmente  en plantas  de  tabaco  y  el
enzima fue caracterizado como una oxigenasa de ácidos grasos inducible por patógenos,
recibiendo el nombre de PIOX (del inglés  Pathogen-induced Oxygenase)  (Sanz et al.,
1998).  Se  han  descrito  α-dioxigenasas  en  diversas  especies  de  plantas,  incluyendo
Arabidopsis  y tomate (Hamberg et al., 2005; Bannenberg et al., 2009b). A diferencia de
las  lipoxigenasas,  las  enzimas  α-dioxigenasas  pueden  emplear  como sustrato  ácidos
grasos con diferentes niveles de saturación, entre los que se incluyen ácido palmítico
(16:0), esteárico (18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2) y linolénico (18:3), así como ácidos
grasos  poliinsaturados  (Blée,  1998;  Prost  et  al.,  2005;  Bannenberg  et  al.,  2009b).
Independientemente del ácido graso empleado como sustrato, el producto primario de la
oxigenación es un derivado 2-hidroperóxido. En ensayos in vitro se pudo determinar que
los  2-hidroperóxidos  derivados  de  la  actividad  α-dioxigenasa  se  convierten  de  forma
espontánea en tres tipos de compuestos: un hidroxiácido del mismo número de carbonos,
y los correspondientes aldehídos y ácidos grasos con un carbono menos que el ácido
graso utilizado como sustrato (Figura 2)  (Hamberg et  al.,  1999).  De los tres tipos de
productos  generados  (hidroxiácidos,  aldehídos  n-1  y  ácidos  n-1)  los  aldehídos  y  los
ácidos grasos se acumulan en mayor proporción,  alcanzando el  90% del total  de los
productos sintetizados (Figura 2)  (Hamberg et al., 1999). No obstante, el análisis de la
actividad dioxigenasa  in planta, tras la infección de bacterias patógenas, ha puesto de
manifiesto  que  la  reducción  de  los  hidroperóxidos  está  favorecida  frente  a  la
descarboxilación,  de  manera  que  los  hidróxidos  alcanzan  el  85%  del  total  de  los
productos acumulados (Figura 2)  (Hamberg et al., 2003). Estos resultados indicaban la
presencia de una actividad enzimática adicional en la planta responsable de la reducción
de los hidroperóxidos a hidróxidos (Hamberg et al., 2003; Hanano et al., 2006), actividad
que puede ser catalizada la peroxigenasa CLO3/RD20 (Shimada et al., 2014).
Las enzimas α-dioxigenasas participan en la  respuesta de defensa de la  planta
frente a patógenos biotrofos, regulando, entre otros procesos, el daño celular asociado a
la  activación  de la  respuesta  hipersensible  y  la  activación  de  la  respuesta  sistémica
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(Steppuhn et  al.,  2010;  Vicente et  al.,  2012).  Por  otra lado,  estas enzimas participan
también en la regulación de procesos del desarrollo vegetal (Bannenberg et al., 2009b).
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Figura 2. Síntesis enzimática de 2-HPOT y sus transformaciones posteriores. La
acción  del  enzima  α-DOX1  sobre  el  ácido  linolénico  da  lugar  a  la  formación  del
correspondiente hidroperóxido (2-HPOT), que al ser inestable, puede descarboxilarse
de  forma  espontánea  dando  lugar  a  la  formación  de  heptadecatrienal  que  puede
posteriormente transformarse en el  correspondiente ácido carboxílico de un carbono
menos por la acción de una aldehído deshidrogenasa. El 2-hidroperoxilinolénico puede
además se reduce a 2-HOT tanto de forma espontánea como de forma enzimática por
la acción del enzima CLO3. Esta última conversión se ve favorecida en las plantas tras
la  infección  de  patógenos  en  donde  el  derivado  2-HOT  alcanza  altos  niveles  de
acumulación. Los porcentajes indican la proporción en la que se han encontrando los
derivados de 2-HPOT in vitro (negro) e in vivo (azul).
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En Arabidopsis se ha identificado la presencia de dos genes α-DOX, denominados
α-DOX1 y  α-DOX2, que muestran un nivel de identidad a nivel de proteína superior al
60% (Hamberg et al., 2005).
Lipoxigenasas
Las  lipoxigenasas  constituyen  una  familia  de  dioxigenasas  que  catalizan  la
incorporación de oxígeno molecular en ácidos grasos poliinsaturados que contienen al
menos un doble enlace conjugado, tales como los ácidos linoleico y linolénico. Al igual
que  ocurre  con  las  α-DOX,  la  reacción  catalizada  por  estos  enzimas  da  lugar  a  la
formación  de  hidropéroxidos,  que  posteriormente  son  modificados  por  la  acción  de
diferentes actividades enzimáticas. En Arabidopsis se han identificado seis proteínas con
actividad lipoxigenasa (AtLOX1-AtLOX6) que se dividen en dos grupos dependiendo de la
posición  del  carbono,  9  o  13,  en  el  que  ocurre  la  oxigenación,  generando  9-
hidroperóxidos o 13-hidroperóxidos. Así, los genes LOX1 y LOX5 codifican enzimas con
actividad 9-lipoxigenasa, mientras que los genes designados como LOX2, LOX3, LOX4 y
LOX6 codifican proteínas con actividad 13-lipoxigenasa (Bannenberg et al., 2009a).
Además  de  la  reacción  de  oxigenación,  las  lipoxigenasas  pueden  catalizar  dos
reacciones  adicionales  tales  como  la  conversión  secundaria  de  hidroperóxidos  a
hidróxidos (reacción hidroperoxidasa) y la formación de epóxidos (reacción leucotrieno
sintasa), aunque en condiciones fisiológicas la reacción principal es la dioxigenación.
Funciones de las oxilipinas
Los estudios realizados durante las dos últimas décadas han puesto de manifiesto
la  importancia  de  las  oxilipinas  en  la  regulación  de  procesos  relacionados  con  el
desarrollo y la respuesta a estrés de tipo biótico y abiótico. Gran parte de los genes que
participan  en  la  síntesis  de  oxilipinas  se inducen  en  respuesta  a  la  infección  de  las
plantas por diferentes patógenos (De León et al., 2002; Farmer et al., 2003)
Aunque la función de muchas de las oxilipinas se desconoce, los jasmonatos han
sido  ampliamente  caracterizados,  demostrándose su participación en la  respuesta  de
defensa frente a patógenos necrotrofos, a heridas mecánicas, en la protección frente a
insectos  y  en la  maduración del  polen  (Creelman y Mullet,  1997).  Otros compuestos
sintetizados por la ruta de 13-LOX como el 12-oxoPDA, precursor del JA, actúan como
reguladores de genes de defensa, mientras que otros compuestos derivados, como 13-
HPOT y 13-HOT, actúan como inductores de la expresión génica y como compuestos
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antimicrobianos (Prost et al., 2005). Los compuestos 9-KOD y 9-KOT contribuyen tanto a
la inducción de genes de defensa como a la activación de procesos de muerte celular
(Montillet et al., 2005; Prost et al., 2005; Kishimoto et al., 2008). Igualmente las oxilipinas
9-KOT y  9-HOT actúan  en  procesos  del  desarrollo  radicular  y  en  la  activación  de
respuestas defensivas como la inducción de la expresión génica, de las modificaciones
de la pared celular y la regulación de la ruta de reparación del daño celular (Vellosillo et
al.,  2007; Marcos et al.,  2015). Otros estudios han demostrado la participación de las
rutas iniciadas por la acción de α-DOX1 en la defensa de la planta frente a la infección
por  patógenos biotrofos,  y  su  función en el  control  del  daño celular  asociado con la
generación del estrés oxidativo que acompaña a la inducción de la defensa vegetal frente
a este tipo de patógenos, así como en procesos de desarrollo tales como la senescencia
de las plantas (De León et al., 2002; Bannenberg et al., 2009b).
Introducción a los cuerpos lipídicos
Definición
Los cuerpos lipídicos (en adelante, LDs, del inglés  Lipid Droplets) son orgánulos
esféricos relativamente simples, consistentes en un núcleo o matriz de lípidos neutros,
generalmente  triacilglicéridos  (TAGs)  y  ésteres  de  esterol  (SEs),  que  se  encuentran
rodeados de una monocapa de  fosfolípidos  en  la  que  se hallan  embebidas  diversas
proteínas (Murphy, 1993; Chapman et al., 2012) y cuyo tamaño oscila entre 0,5 y 2 μm de
diámetro (Huang y Huang, 2017) (Figura 3). La primera observación de estos orgánulos
corresponde  a  van  Leeuwenhoek,  que  visualizó  glóbulos  de  grasa  en  1674  en  un
microscopio que él mismo fabricó (Yang et al., 2012a). Estudios posteriores han puesto
de manifiesto la presencia de LDs en todos los eucariotas: levaduras (Leber et al., 1994),
mamíferos  (Murphy,  2001;  Hodges y  Wu,  2010),  Caenorhabditis  elegans (Mak,  2012;
Zhang et al., 2012),  Drosophila melanogaster (Beller et al., 2006; Beller et al., 2010) y
plantas (Hsieh y Huang, 2004), pero también en procariotas (Wältermann et al., 2005). En
las plantas, reciben también el nombre de oleosomas, gotas lipídicas o esferosomas (Pyc
et al., 2017b). Estos orgánulos constituyen un nodo importante del metabolismo de lípidos
de la célula y su estudio se ha intensificado notablemente en las dos últimas décadas a
raíz de importantes hallazgos que han situado a este orgánulo como algo más que un
actor secundario dentro de la célula (Tirinato et al., 2017).
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El citosol de la célula como emulsión
La presencia de LDs en el citoplasma de la célula convierten a esta solución acuosa
en  una  emulsión,  en  la  que  los  lípidos  presentes  en  los  LDs  conformarían  la  fase
dispersa, mientras que el citosol acuoso representaría la fase continua. Este hecho abre
la puerta a que procesos de la biología de los LDs, tales la biogénesis, el crecimiento y la
contracción,  se  rijan  por  los  principios  físicos  de las  emulsiones  (Thiam et  al.,  2013;
Thiam  y  Forêt,  2016;  Walther  et  al.,  2017).  Uno  de  estos  principios  es  el  de  la
metaestabilidad, en el que se contempla que las emulsiones metaestables, aunque son
termodinámicamente inestables, existen durante un período de tiempo lo suficientemente
prolongado como para ser entidades relevantes en un contexto biológico,  tras lo cual
tienen  a  coalescer  formando una  única  fase dispersa  dirigida  a  minimizar  la  tensión
superficial (Thiam et al., 2013; Walther et al., 2017). Esta estabilidad parcial se consigue
gracias a  que la  fase dispersa (el  núcleo de los LDs)  se encuentra rodeada de una
monocapa de fosfolípidos (anfifílicos o anfipáticos) surfactantes (Thiam et al., 2013).
En plantas, además de en el citosol, los LD se encuentran también en los plastidios,
donde reciben el nombre de plastoglóbulos  (Rottet et al., 2015). En los cloroplastos los
LDs están principalmente adheridos a las membranas de los tilacoides (Rey et al., 2000;
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Figura  3.  Representación  esquemática  de  la
estructura básica de un cuerpo lipídico. Los cuerpos
lipídicos son orgánulos esféricos, de entre 0,5 y 2  μm
de  diámetro,  que  constan  de  un  núcleo  de
triacilglicéridos  (TAGs)  y  ésteres  de  esterol  (SEs),
rodeado de una monocapa de fosfolípidos, en la que se
encuentran asociadas proteínas, de manera integral o
periférica.
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Bréhélin y Nacir,  2013), aunque también se encuentran en cantidades menores en el
estroma de estos orgánulos (Ghosh et al., 1994).
Biogénesis de los cuerpos lipídicos
En eucariotas, los LDs se forman de novo a partir del retículo endoplásmico (ER)
(Jacquier et al., 2011; Chapman et al., 2012; Kassan et al., 2013; Choudhary et al., 2015),
en donde se localizan las enzimas que participan en la síntesis de lípidos neutros  (Li-
Beisson  et  al.,  2013).  Aunque  a  nivel  molecular  la  biogénesis  de  LDs  está  poco
caracterizada,  la  investigación realizada en los últimos años ha demostrado que este
proceso  requiere  la  actividad  coordinada  de  un  número  importante  de  participantes
(Barneda y Christian, 2017; Chen y Goodman, 2017). En el modelo principal (Figura4A),
según el cual los LDs derivan de la hemimembrana citosólica del ER, el proceso suele
dividirse  en  varias  etapas:  i)  síntesis  de  TAGs  dentro  del  ER;  ii)  formación  de  un
engrosamiento (lente) en la membrana del ER por acumulación de TAGs entre las dos
hemimembranas  del  ER,  que  no  pueden  integrarse  en  la  membrana  por  carecer  de
grupos polares; iii) formación del cuerpo lipídico incipiente y liberación al citosol (Wilfling
et al., 2014; Walther et al., 2017). 
Numerosos estudios sugieren, además, que los LDs se forman en localizaciones
discretas o subdominios dentro del ER (Jacquier et al., 2013; Kassan et al., 2013). Esto
ha mostrado al  ER como un compartimento con regiones o  zonas especializadas en
determinadas funciones, entre las que se incluyen la biogénesis de los LD (Sparkes et al.,
2009; Park y Blackstone, 2010; Lynes y Simmen, 2011). Esta hipótesis se ve avalada por
el hecho de que algunos enzimas de la síntesis de TAGs en plantas,  como DGAT, o
proteínas  de  los  LDs  como  las  oleosinas  se  localizan  en  regiones  discretas  del  ER
(Sarmiento et al., 1997; Lacey et al., 1999; Shockey et al., 2006). Los mismos resultados
han sido observados en levaduras y mamíferos (McFie et al., 2010; Adeyo et al., 2011).
No obstante, se han propuesto modelos alternativos de biogénesis de LDs (Figura
4B y 4C). El modelo bicelar propone que los LDs se liberan a partir del ER, pero tanto la
hemimembrana  interna  (orientada  hacia  el  lumen  del  ER)  como  la  externa  (hacia  el
citosol) contribuirían a la monocapa característica del cuerpo lipídico (Ploegh, 2007; Guo
et  al.,  2009).  En  un  tercer  modelo,  denominado  de  gemación  vesicular,  los  cuerpos
lipídicos se forman inicialmente dentro de pequeñas vesículas rodeadas de una bicapa de
fosfolípidos,  empleando la maquinaria de formación de vesículas de la  ruta secretora
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(Walther y Farese, 2009; Kohlwein et al., 2013). La vesícula recién formada incrementaría
gradualmente su contenido en lípidos neutros (bien por cercanía al ER o mediante algún
tipo de transportador), hasta que la luz vesicular fuera eliminada o constituyese tan solo
una ínfima parte del LDs. Cualquier resquicio de esta parte podría bien fusionarse con la
monocapa que delimita el LD o bien permanecer dentro de su núcleo como una pequeña
inclusión de material acuoso (Guo et al., 2009; Walther y Farese, 2009; Kohlwein et al.,
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Figura  4.  Biogénesis  de  cuerpos  lipídicos  a  partir  de  la
membrana  del  ER. Se  muestran  de  forma  esquemática  los
modelos propuestos. A) modelo lenticular: los lípidos neutros se
acumulan entre las dos hemimembranas del ER hasta que se
alcanza  un  nivel  crítico.  El  núcleo  lipídico  va  sobresaliendo
hasta la formación de un LD. En este caso, toda la monocapa
de  fosfolípidos  deriva  exclusivamente  de  la  hemimembrana
externa del ER, orientada hacia el citosol. El LD puede liberarse
completamente  o  quedar  adjunto  a  la  membrana  del  ER,
formando un continuo ER-LD. B) modelo bicelar: la formación es
similar  al  modelo  lenticular,  pero  el  LD  se  escinde  de  la
membrana  del  ER,  y  las  dos  hemimembranas  contribuyen  a
formar la monocapa de los LDs finales. C) modelo vesicular:la
formación del núcleo del LD necesita un reordenamiento de la
hemimembrana  interna  de  la  bicapa  del  ER.  Tomado  de
Kohlwein et al., 2013.
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2013).  Es  importante  mencionar  que  los  diferentes  modelos  no  son  mutuamente
excluyentes.
Cuerpos lipídicos en semillas
Las  plantas  acumulan  LDs  tanto  en  tejidos  vegetativos  como  en  tejidos
reproductivos  (Penfield  et  al.,  2006;  Chapman  et  al.,  2012),  siendo  particularmente
abundantes en las semillas (células del embrión y endospermo), en donde actúan como
orgánulos  de  reserva  energética,  proporcionando  una  fuente  de  carbono  que  es
empleada durante la germinación y el establecimiento de la plántula (Siloto et al., 2006;
Chapman  et  al.,  2012).  Los  LDs  presentes  en  las  semillas  han  sido  extensamente
caracterizados y su función, en relación al metabolismo de semillas, ha sido objeto de
numerosos trabajos.
Metabolismo de semillas y cuerpos lipídicos
Los  principales  productos  de  reserva  en  las  semillas  de  Arabidopsis son  de
naturaleza lipídica y proteica (proteínas SSPs, del inglés seed storage proteins) (Baud et
al.,  2008), mientras que a diferencia de otras especies el  almidón está prácticamente
ausente (Andriotis Vasilios M. E. et al., 2010). Las semillas, sobre todo las oleaginosas,
acumulan  gran  cantidad  de  lípidos  neutros,  fundamentalmente  TAGs,  que  durante  el
proceso  de  maduración  (Graham,  2008) se  almacenan  en  los  LDs.  Este  material
constituye una fuente de energía que permite el  crecimiento y desarrollo de la planta
hasta que alcanza su capacidad fotosintética (Huang, 1996; Chapman et al., 2012). Dado
que las plantas no son capaces de transportar lípidos desde los cotiledones a los otros
tejidos de la plántula durante la germinación, los lípidos almacenados deben convertirse
en una fuente de carbono más móvil, que generalmente es la sacarosa. El proceso de
movilización de reservas energéticas requiere de la participación de diferentes orgánulos
y diversas rutas metabólicas (Graham, 2008).
La conversión de los lípidos almacenados a sacarosa comienza con la hidrólisis de
los TAGs para generar ácidos grasos libres (Figura 5). Este proceso está mediado por
enzimas con actividad lipasa, tales como SDP1 y SDP1L (del inglés, Sugar Dependent-1
y Sugar Dependent-1-Like, respectivamente) (Huang, 1992; Eastmond, 2006; Kelly et al.,
2011) que al actuar sobre los TAGs dan lugar a tres moléculas de ácidos grasos libres y
una  de  glicerol.  Durante  este  proceso,  los  cuerpos  lipídicos  y  los  glioxisomas  se
encuentran muy próximos entre si, llegando a establecerse un contacto físico entre ellos
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(Hayashi et al., 2001), que podría facilitar el transporte de lípidos desde los LDs hasta los
glioxisomas, en donde tiene lugar la β-oxidación de los ácidos grasos y la formación de
acetil-CoA (Figura 5). El transporte de los ácidos grasos hasta los glioxisomas se produce
gracias a la participación de transportadores de tipo ABC como CTS/PXA1/PED3 (del
inglés  Comatose/Peroxisome ABC Transporter 1/  Peroxisome defective 3)  (Hayashi et
al.,  2001;  Zolman  et  al.,  2001;  Footitt  et  al.,  2002),  aunque  se  han  propuesto  otros
modelos (Fulda et al., 2004; Penfield et al., 2006). Las moléculas de ácidos grasos que
entran en el glioxisoma son activadas mediante esterificación con CoA, proceso mediado
por enzimas acil-CoA sintetasas (LACS, del inglés Long-Chain Acyl-CoA Synthetases) y
constituyen el sustrato inicial  de la  β-oxidación  (Fulda et al.,  2004) (Figura5).  En esta
serie de reacciones, un ácido graso de n carbonos es degradado secuencialmente en n/2
moléculas de acetil-CoA, en reacciones que requieren la reducción de ½O2  a H2O y la
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Figura 5. Metabolismo de los TAGs almacenados en los LDs de semillas
durante la germinación. Las semillas acumulan TAGs en los LDs en su etapa
de maduración, y durante la germinación, son movilizados para proporcionar a
la planta una fuente de carbono reducido. Para ello, los TAGs son, en primer
lugar  hidrolizados  por  acción  de  lipasas,  generando  ácidos  grasos  libres  y
glicerol. Los ácidos grasos libres entran en el glioxisoma, en donde tiene lugar
la B-oxidación, dando lugar a acetil-CoA, que se incorpora al ciclo del glioxilato
para dar succinato, el cual es exportado del glioxisoma al citosol e importado a
la  mitocondria,  en  donde  gracias  al  ciclo  de  Krebs  es  capaz  de  generar
oxalacetato. El oxalacetato puede ser convertido en hexosas mediante la ruta
gluconeogénica.
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formación de un NADH por cada molécula de acetil-CoA producida  (Cooper y Beevers,
1969;  Goepfert  y  Poirier,  2007).  El  acetil-CoA producido  durante  la  β-oxidación  es
metabolizado en el glioxisoma en lo que se conoce como ciclo del glioxilato  (Beevers,
1961; Baker et al., 2006) (Figura 5). Uno de los productos de este ciclo es el succinato,
que  se  exporta  hacia  la  mitocondria,  en  donde  entra  en  el  ciclo  de  los  ácidos
tricarboxílicos dando lugar a la producción de malato  (Eastmond y Graham, 2001), que
sale de la mitocondria hacia el citosol donde se convierte en fosfoenolpiruvato, a partir del
cual es posible generar hexosas fosfato mediante gluconeogénesis (Figura 5). A partir de
estas es posible  sintetizar  sacarosa  (Eastmond y Graham, 2001),  un azúcar  que las
plantas emplean como forma de transporte de carbono.
Cuerpos lipídicos en tejidos reproductivos y vegetativos
Aunque tradicionalmente el estudio de los LDs ha estado centrado principalmente
en las semillas, los granos de polen contienen también un número importante de LDs, en
donde participan aportando los lípidos necesarios para el crecimiento de la membrana
durante el  crecimiento del tubo polínico  (Ischebeck,  2016). Igualmente,  en las células
oclusivas de los estomas, donde se localizan también en un número importante, los LDs
parecen actuar como reserva de TAG, que serían catabolizados para proporcionar a la
célula el ATP necesarios para realizar la apertura estomática (McLachlan et al., 2016).
Estudios recientes han puesto de manifiesto la presencia de LDs en las células de
los tejidos vegetativos,  incluyendo hojas,  tallos y raíces,  aunque su función es por el
momento,  objeto  de  estudio  (Chapman  et  al.,  2012;  Murphy,  2012).  Los  trabajos
realizados  con  objeto  de  determinar  la  función  de  los  LDs  presentes  en  los  tejidos
vegetativos  han  permitido  identificar  algunas  de  las  proteínas  que  componen  estos
orgánulos, constatándose que los LDs no constituyen meros depósitos de lípidos, sino
que participarían tanto en procesos fisiológicos, como durante la respuesta de las plantas
a diferentes tipos de estrés (Pyc et al., 2017b).
El  número  de  LDs  en  tejidos  vegetativos,  como  las  hojas,  se  incrementa
notablemente  durante  la  senescencia.  Se  desconoce  el  impacto  fisiológico  de  este
fenómeno, aunque es posible que sea una consecuencia del reordenamiento de lípidos
que tiene lugar en las células durante esta etapa del ciclo vital de la planta. Estos LDs
podrían  almacenar  de  manera  temporal  ésteres  de  esterol  y  TAGs  derivados  del
desmantelamiento de las membranas celulares (Chapman et al., 2012; Troncoso-Ponce
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et  al.,  2013;  Shimada  y  Hara-Nishimura,  2015),  además  de  constituir  un  modo  de
almacenar transitoriamente ácidos grasos libres tóxicos procedentes de la membranas.
Los TAGs almacenados podrían dar lugar a sacarosa por medio de la gluconeogénesis
gracias  a  la  asociación  con  lipasas  y  peroxisomas,  la  cual  puede  ser  fácilmente
transportada a otra parte de la planta  (Huang, 2018).
Los  LDs  también  participan  de  forma  activa  durante  procesos  de  respuesta  a
estrés, tanto de tipo biótico como abiótico. En este último caso la contribución procede
principalmente de la localización en LDs de la proteína CLO3, cuya presencia en la célula
se  induce  en  respuesta  a  estrés  salino,  ABA y  sequía  (Takahashi  et  al.,  2000).  No
obstante, también se ha observado un incremento en el número de LDs en respuesta a
frío y calor (Gidda et al., 2016).
La importancia de los LDs en respuesta a estreses de tipo biótico también ha sido
señalada en los últimos años. Se ha demostrado su acumulación en la zona periférica de
la lesión ocasionada por el hongo Colletotrichum higginsianum, en donde son una fuente
de oxilipinas con actividad antifúngica, que ayudaría a combatir la acción del patógeno.
La oxilipina  2-HOT,  responsable  de esta  actividad,  es  sintetizada gracias  a  la  acción
coordinada de dos enzimas localizadas en los LDs, como son la dioxigenasa α-DOX1 y la
peroxigenasa CLO3 (Shimada et al., 2014). Otra proteína relacionada con la respuesta de
defensa de la planta y que también ha sido hallada en los LDs es la proteína CPK1.
CPK1 es una proteína kinasa dependiente de calcio que incrementa la resistencia de la
planta frente al ataque de patógenos y que además de localizarse en LDs también se
encuentra en peroxisomas (Coca y San Segundo, 2010).
La participación de los LDs en procesos de respuesta a estrés y senescencia no es
exclusiva de los LDs citosólicos, sino que también se ha observado en plastoglóbulos
(Bréhélin y Nacir, 2013).
Recientemente,  se  han  intensificado  las  investigaciones  para  identificar  nuevas
proteínas  asociadas  a  LDs,  algunos  de  las  cuales  se  han  desarrollado  en  tejidos
vegetativos como las hojas. Sin embargo, no ha sido hasta finales de 2017 cuando se




Proteínas asociadas a cuerpos lipídicos
Las proteínas relacionadas clásicamente con LDs en plantas son principalmente
oleosinas, caleosinas y esterolesionas, procedentes de estudios de LDs de semillas. Sin
embargo,  en los últimos años,  se ha descubierto un importante número de proteínas
relacionadas con LDs.
Oleosinas
La mayor parte del conocimiento disponible acerca de los LD de plantas proviene
de los estudios realizados en granos de polen y semillas de plantas oleaginosas (Pyc et
al.,  2017b),  que  acumulan  gran  cantidad  de  TAG  en  forma  de  LDs.  El  estudio  del
contenido  proteico  de  los  LDs  de  semillas  ha  mostrado  que  las  oleosinas  son  las
proteínas principales de estos orgánulos (Huang, 1996; Jolivet et al., 2004; Laibach et al.,
2015).  Estas  proteínas  de  pequeño  tamaño  (15-26  kDa)  poseen  un  dominio  central
hidrofóbico de unos 70 aminoácidos, altamente conservado que se encuentra flanqueado
por regiones hidrofílicas de tamaño variable (Tzen y Huang, 1992; Huang, 1996; Abell et
al., 2004; Hsieh y Huang, 2004; Huang y Huang, 2017). Este dominio central posee varias
prolinas conservadas en un espacio de 12 aminoácidos, que se conoce como dominio
proline-knot  (PX5SPX3P; donde X representa un residuo grande no polar)  (Abell et al.,
1997; Abell et al., 2004), que es fundamental para su localización en los cuerpos lipídicos.
Las oleosinas recubren la superficie de los LDs, con el dominio hidrofóbico insertado a
través de la monocapa de fosfolípidos, dentro del núcleo de TAG. Estas proteínas ejercen
un papel estructural, regulando el tamaño como la estabilidad de los LDs presentes en las
semillas  (Siloto et al., 2006; Shimada et al., 2008; Chapman et al., 2012; Miquel et al.,
2014) y  evitando la  coalescencia  de múltiples  LDs en un único  orgánulo  (Schmidt  y
Herman,  2008).  Las  plantas  de  Arabidopsis poseen  un  total  de  17  oleosinas,  5
específicas de semillas, que constituyen hasta el 79% de la fracción proteica de los LDs
(Jolivet et al., 2004; D’Andréa et al., 2007; Vermachova et al., 2011), 3 que se expresan
tanto en semillas como en el polen y 9 (8 en tándem) que se expresan en las células del
tapetum floral (Kim et al., 2002; Huang et al., 2013). Las oleosinas están ausentes de otro
tipo  de  tejidos,  aunque se localizan en LDs  de hojas  cuando  se expresan  de forma
ectópica en plantas transgénicas  (Beaudoin y Napier, 2000; Wahlroos et al.,  2003; De
Domenico et al., 2011).
Además de su función estructural,  estas proteínas podrían ser empleadas como
puntos de reclutamiento hacia la superficie de los LDs de otras proteínas, tales como
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lipasas u otras enzimas empleadas en la degradación de los lípidos de reserva (Quettier y
Eastmond,  2009;  Wilfling  et  al.,  2013).  A  este  respecto  se  ha  observado  que  la
movilización  de  los  lípidos  de  reserva  en  plántulas  de  Arabidopsis disminuye
notablemente cuando se suprime la expresión de los genes de las oleosinas, aunque las
lipasas de los TAGs no estén afectadas (Siloto et al., 2006). Esto ocasiona un incremento
de  tamaño  de  los  LDs,  y  consecuentemente,  una  reducción  de  la  relación
superficie:volumen, que ralentizaría la acción de las lipasas y de otras proteínas durante
el proceso de degradación de TAGs (Chapman et al., 2012).
Caleosinas
Las caleosinas se encuentran asociadas a los LDs (Frandsen et al., 1996; Chen et
al., 1999; Naested et al., 2000; Jolivet et al., 2004; Katavic et al., 2006) y al igual que las
oleosinas, poseen un dominio central hidrofóbico con el motivo proline-knot que permite
su anclaje en los LDs. Además, estas proteínas poseen una región N-terminal con un
dominio  de  unión  a  Ca2+ conocido  como  “helix-loop-helix  EF-hand”  y  un  dominio  C-
terminal con varios sitios de fosforilación (Chen et al., 1999). Se ha propuesto que estas
proteínas  podrían  desempeñar  una  función  estructural,  ya  que  en  algunas  especies
vegetales las caleosinas constituyen las proteínas principales de los LDs en lugar de las
oleosinas (Jiang y Tzen, 2010). Varios estudios han señalado, además, el papel de estas
proteínas en el catabolismo de lípidos, ya que de forma análoga a como sucede con las
oleosinas, la pérdida de función de las caleosinas que se expresan en las semillas de
plantas mutantes de  Arabidopsis provoca un descenso en la  tasa de degradación de
ácidos grasos (Poxleitner et al., 2006).
El  genoma de  Arabidopsis contiene al  menos 5 genes de caleosinas (AtCLO1-
AtCLO5).  AtCLO1 se  acumula  principalmente  en  los  LDs  de  las  semillas,  en  donde
también se detecta la presencia de AtCLO2, aunque en cantidades menores  (Jolivet et
al., 2004; Vermachova et al., 2011). Las proteínas AtCLO3, denominada también como
RD20 (del inglés  Responsive to Dessication-20) y AtCLO4 son específicas de cuerpos
lipídicos de tejidos vegetativos  (Aubert et al., 2010; Kim et al., 2011) y participan como
reguladores positivos y negativos, respectivamente, de la respuesta a ABA durante los
procesos de germinación y deshidratación (Aubert et al., 2010; Kim et al., 2011).
Se desconoce, sin embargo, los mecanismos moleculares por los que las diferentes
caleosinas realizan su función. Estudios recientes han revelado que las proteínas CLO1
(ATS1) y CLO4 pueden actuar como peroxigenasas (Hanano et al., 2006; Meesapyodsuk
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y Qiu, 2011; Blée et al., 2012), contribuyendo a la producción de oxilipinas  (Partridge y
Murphy,  2009;  Aubert  et  al.,  2010;  Kim et  al.,  2011;  Shimada et  al.,  2014).  Entre las
oxilipinas que se forman in vitro con la intervención de peroxigenasas se encuentran los
hidróxidos  de  ácidos  grasos  insaturados  (FAOHs),  que  se acumulan  en la  planta  en
respuesta al ataque de patógenos (Rustérucci et al., 1999; Blée, 2002; Hamberg et al.,
2003; Göbel et al., 2002; Montillet et al., 2005) y que pueden tener un papel significativo
durante la interacción de la planta con estos organismos.  Recientes avances en este
campo han mostrado que la proteína CLO3 podría catalizar la reducción de 2-HPOT,
generado por  la  acción del  enzima  α-DOX1,  al  hidróxido 2-HOT,  para el  que se han
descrito  diversas  funciones  tales  como regulador  del  proceso  de  muerte  celular  que
acompaña  a  la  respuesta  de  defensa,  y  como  compuesto  con  actividad  antifúngica
(Hamberg et al., 2003; Shimada et al., 2014).
Esteroleosinas
Constituyen  el  tercer  grupo  de proteínas  asociadas  clásicamente  a  los  LDs  de
semillas. Son similares a nivel de secuencia a la familia de enzimas HSD de mamíferos
(hidroxiesteroide deshidrogenasa asociada a cuerpos lipídicos)  (Lin et al., 2002), por lo
que  se  denominan  comúnmente  esterol  deshidrogenasas.  Existen  cada  vez  más
evidencias de que estas proteínas poseen un papel importante en el  metabolismo de
brasinosteroides y de la señalización en plantas (dada la similitud de estos compuestos
con los esteroides de mamíferos). Poseen solo dos dominios, con una región hidrofóbica
en el N-terminal necesaria para su localización en los LDs, que aunque no contiene el
dominio  proline-knot,  posee  prolinas  conservadas  que  formarían  una  variante,
denominada como proline-knob (Lin et al., 2002; Chapman et al., 2012).
Entre las nuevas proteínas identificadas en los LDs encontramos:
α-DOX1
La proteína α-DOX1 ha sido recientemente localizada en los LDs (Shimada et al.,
2014) en concreto en los LDs que se forman en Arabidopsis durante la senescencia de la
planta  y  la  respuesta  a  la  infección  del  hongo  Colletotrichum  higginsianum.  La
identificación de esta proteína y su caracterización enzimática ya había sido estudiada
con anterioridad en procesos relacionados con la respuesta a patógenos y la senescencia
(Sanz et al., 1998). Esta dioxigenasa podría participar junto con enzimas caleosinas en la
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producción  de  oxilipinas  a  partir  del  ácido  linolénico,  que  actuarían  como  moléculas
señalizadoras  en  procesos  de  defensa  frente  a  estreses  de  tipo  biótico  y  abiótico
(Shimada y Hara-Nishimura, 2015; Huang, 2018). Su localización en los LDs de tejidos
senescentes ha sido confirmada posteriormente mediante estudios proteómicos (Brocard
et al., 2017).
LDAP
Se denominan comúnmente Proteínas asociadas a cuerpos lipídicos (LDAPs, del
inglés Lipid Droplets-Associated Protein). Fueron identificadas a partir de mesocarpo de
aguacate  (Persea  americana),  encontrándose  dos  miembros,  LDAP1  y  LDAP2,  que
comparten a su vez una gran similitud con las proteínas SRRP (del inglés Small Rubber
Particle Proteins)  (Horn et al., 2013). Las proteínas SRRP participan en la formación y
estabilización de LDs que contienen poliisoprenoides en plantas productoras de caucho
(Hevea brassiliensis) (Berthelot et al., 2016). Aunque el mesocarpo del fruto de Persea no
contiene caucho, los LDs de TAG y los LDs de caucho en Hevea parecen ser orgánulos
funcionalmente similares  (Pyc et al.,  2017a). Estudios posteriores han identificado una
familia de 3 proteínas homólogas a las LDAP, que han sido denominadas de acuerdo a la
misma nomenclatura como LDAP1-LDAP3 (Gidda et al., 2016). Todas ellas se localizan
en  la  superficie  de  los  LDs  y  parecen  regular  de  alguna  manera  su  proliferación,
participando también en procesos de respuesta a estrés y crecimiento post-germinativo,
lo que sugiere por tanto una función de los LDs en estos procesos (Kim et al., 2010; Kim
et  al.,  2016;  Pyc  et  al.,  2017a).  En  un  esfuerzo  por  encontrar  nuevos  componentes
proteicos de los LDs, la búsqueda de interactores de LDAP permitió identificar la proteína
LDIP (LDAP-Interacting  Protein)  y  comprobar  su  localización  en  los  LDs  (Pyc  et  al.,
2017a).  Aunque  se  desconoce  su  función,  se  ha  propuesto  que  las  proteínas  LDIP
podrían participar en la regulación del tamaño de los LDs y en el mantenimiento de la
homeostasis de lípidos neutros en hojas y semillas.
Seipinas
La  maquinaria  celular  encargada  de  la  biogénesis  de  los  LDs  parece  estar
conservada, al menos conceptualmente, ente los diferentes reinos  (Pyc et al.,  2017b).
Esto ha permitido la identificación por homología al gen de humanos, de una familia de
proteínas  denominadas  SEIPINAS,  que  en  Arabidopsis consta  de  3  miembros
(AtSEIPIN1-AtSEIPIN3)  (Cai  et  al.,  2015).  Su  importancia  en  humanos  deriva  de  los
resultados  que  demuestran  que  la  mutación  del  gen  SEIPIN  (BSCL2) ocasiona  una
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lipodistrofia  congénita  conocida  como Berardinelli-Seip,  caracterizada  por  la  ausencia
casi total de tejido adiposo y anormalidades en los LDs (Magré et al., 2001; Capeau et al.,
2010). En eucariotas, los genes de seipinas codifican proteínas integrales de membrana
que participan en la biogénesis de los LDs en el ER  (Yang et al.,  2012a; Wee et al.,
2014). En Arabidopsis, los estudios llevados a cabo sobre estas proteínas han puesto de
manifiesto que su presencia afecta al número de LDs y a la acumulación de TAGs (Cai et
al.,  2015), además de participar en la biogénesis de LDs en el embrión y en el polen
(Taurino et al., 2018).
CGI-58
Siguiendo el mismo razonamiento que para las seipinas, la búsqueda de proteínas
con homología de secuencia en distintos organismos ha permitido la identificación del
gen CGI-58 (del inglés  Comparative Gene Identification-58)  (James et al.,  2010), cuya
mutación en humanos ocasiona la enfermedad denominada Chanarin-Dorfman (Lass et
al., 2006; Vieyres et al., 2016), en la que se produce una hiperacumulación de LDs en
tejidos,  células  u  órganos que normalmente  no  almacenan lípidos  (Yamaguchi  et  al.,
2004; Yamaguchi y Osumi, 2009). Este gen codifica el enzima α/β-hidrolasa-5 (ABHD5),
que  se  asocia  con  los  LDs  en  determinadas  condiciones  metabólicas  y  que  parece
participar  en el  proceso de hidrólisis  de los  lípidos  de reserva  (Yamaguchi  y  Osumi,
2009).  En  Arabidopsis,  la  ausencia  del  gen  homólogo  (At4g24160),  ocasiona  un
incremento del número de LDs en hojas adultas y un aumento de los niveles de TAGs
(James et al., 2010). La proteína CGI-58 no interviene sin embargo en la acumulación de
TAGs durante el proceso de maduración de la semilla ni en el proceso de movilización de
reservas durante la etapa postgerminativa (James et al., 2010), aunque interacciona con
otras  proteínas  implicadas  en  este  proceso,  modificando  probablemente  su  actividad
(Park et al., 2013). A pesar de estos estudios, se desconoce si esta proteína reside en los
LDs o si su aparente presencia en este orgánulo es consecuencia de la interacción de los
LDs con los peroxisomas en donde sí ha sido detectada.
OBAP1
La proteína OBAP1 (del inglés Oil Body Associated Protein-1) ha sido identificada
en plantas de maíz en un rastreo de plantas mutantes en genes que se expresasen
principalmente  en  el  escutelo  durante  la  germinación  (López-Ribera  et  al.,  2014).  El
homólogo  en  Arabidopsis ha  sido  identificado  y  su  pérdida  de  función  ocasiona  la
formación de LDs aberrantes en semillas y un descenso del contenido en lípidos y la tasa
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de  germinación,  aunque  se  desconoce  su  función  en  los  LDs  de  tejidos  vegetativos
(López-Ribera et al., 2014).
CPK1
CPK1 (del inglés Calcium dependent Kinase 1) es una proteína kinasa dependiente
de calcio que actúa como regulador del sistema inmune en  Arabidopsis  (Coca y San
Segundo, 2010). Su sobreexpresión confiere resistencia al ataque de patógenos, mientra
que su supresión incrementa su susceptibilidad. El hallazgo de esta proteína en los LDs
supone  una  evidencia  más  de  la  participación  de  estos  orgánulos  en  la  inmunidad
vegetal. No obstante, esta proteína se ha encontrado también en los peroxisomas, lo que
podría explicarse bien por la existencia de interacciones entre LDs y peroxisomas, o bien






El presente trabajo se planteó con objeto de profundizar en el conocimiento de los
cuerpos lipídicos (LDs) y de la función de estos orgánulos en tejidos vegetativos y en
particular, en su posible participación en la síntesis de oxilipinas durante la respuesta de
defensa de la planta. Para abordar este estudio nos propusimos examinar la formación de
LDs durante la respuesta a la infección de Pseudomonas syringae DC3000 avrRpm1 y la
senescencia de la planta, para posteriormente proceder a la purificación de los LDs y a la
determinación del contenido proteico de estos orgánulos. La composición proteica de los
LDs ha sido analizada en comparación al proteoma completo de Arabidopsis, así como
con proteomas obtenidos de LDs de semillas y otros tejidos vegetativos. La presencia en
LDs de algunos componentes proteicos ha sido confirmada, aumentando el número de





Material biológico, crecimiento y mantenimiento
Escherichia coli
Se utilizó la  cepa DH5α (Hanahan,  1983) para la  propagación y purificación de
plásmidos. Las bacterias se cultivaron a 37ºC en medio LB (Sambrook et al., 1989).
Especies bacterianas fitopatógenas
La cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens conteniendo el plásmido pGV226 se
empleó para la transformación de plantas con las construcciones generadas (Deblaere et
al., 1985). Las bacterias se cultivaron a 28ºC en medio LB en presencia de rifampicina
(100 ng/μL) empleado como antibiótico de selección.
Durante al  presente trabajo se ha empleado el  patógeno modelo  Pseudomonas
syringae,  en concreto la cepas patógenas  Pseudomonas syringae pv.  tomato DC3000
avrRpm1 (Pst DC3000  avrRpm1,  (Debener et  al.,  1991) y  Pseudomonas syringae  pv.
syringae B728a (Psy B728a) (Feil et al., 2005).
Medios de cultivo de bacterias y condiciones de cultivo
Medio  Luria-Bertani  (LB):  empleado para  el  cultivo  de  E.  coli y  A.  tumefaciens.
Contiene 1% de bacto triptona, 0,5% de extracto de levadura y 1% de NaCl con el/los
antibiótico/s correspondiente/s en cada caso. Para medio sólido se añadió 1,5% de agar
como agente gelificante.
Medio King’s B (KB): Empleado para el crecimiento de Pseudomonas. Contiene 2%
proteosa peptona, 2% glicerol, 6,5 mM de K2HPO4 y 6 mM MgSO4, suplementado con
el/los antibióticos correspondientes en cada caso (King et al., 1954). Para medio sólido se
añadió 1,5% de agar como agente gelificante.
Mantenimiento de las cepas bacterianas
E. coli se cultivó a una temperatura de 37ºC en medio LB, Agrobacterium se cultivó




Obtención de células competentes
La obtención de células competentes DH5α se realizó por tratamiento con CaCl2,
siguiendo el método descrito por Inoue et al., (1990).
Para la obtención de células competentes C58C1 de A. tumefaciens, se preparó un
precultivo de 5 mL de LB con los antibióticos de selección correspondientes, a partir de
una colonia procedente de una placa reciente, y se incubó durante toda la noche a 28ºC
con agitación. Este precultivo se diluyó 40 veces con el mismo medio de selección y se
volvió a incubar durante 5-6 horas con agitación. El cultivo resultante se centrifugó a
5000xg durante  10  min  a  4ºC  y,  posteriormente,  el  sedimento  bacteriano  fue
resuspendido en 100 mL de Tris-HCl 100 mM pH 8 estéril. La suspensión bacteriana se
centrifugó a 5000xg durante 10 min a 4ºC, y el sedimento obtenido se resuspendió en 2
mL de medio LB. A partir de esta suspensión se prepararon alicuotas de 200 μL que se
congelaron en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80ºC hasta su uso.
Transformación bacteriana
La  transformación  de  células  competentes  DH5α de  E.  coli se  llevó  a  cabo
mediante choque térmico a 42ºC, según el protocolo descrito por Sambrook et al., (1989).
Las células se sembraron en medio LB, suplementado con antibióticos necesarios, según
el tipo de plásmido, para la selección de los transformantes, y se incubaron durante toda
la noche a 37ºC.
Para llevar a cabo la transformación de las células competentes de A. tumefaciens
se  descongeló  una  alícuota  de  200  μL en  hielo  y  se  le  añadió  0,1-1  μg del  DNA
plasmídico de interés. Las células se mantuvieron 5 min en hielo, 5 min en nitrógeno
líquido (N2) y otros 5 minutos a 37ºC. Posteriormente se le añadió 1 mL de medio LB y se
incubaron las células durante 1 h con agitación a 28ºC. Se plaquearon 200 μL en medio
LB  con  los  antibióticos  de  selección  correspondientes  y  dichas  placas  se  incubaron
durante 2 días a 28ºC.
Vectores de clonación y transformación
-pDONR207  (Invitrogen):  empleado  para  la  clonación  de  fragmentos  de  DNA
mediante  el  sistema  Gateway,  que  permite  la  incorporación  de  fragmentos  de  DNA
mediante recombinación homóloga,  gracias a la  presencia de las secuencias attP1 y
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attP2. Este vector se denomina vector de entrada y se emplea para clonar un inserto,
desde  el  cual  será  transferido  posteriormente,  también  mediante  recombinación
homóloga,  a  un  vector  destino  (pGWB5).  Posee  un  gen  marcador  seleccionable  de
resistencia a gentamicina.
-pGWB5: los vectores de la serie pGWB se emplean como vectores destino a los
que se transfieren los fragmentos de interés desde los vectores de entrada empleados en
el  sistema  Gateway  de  clonación.  Contienen  las  secuencias  attR1  y  attR2  de
recombinación. Son vectores binarios, por lo que contienen un origen de replicación y un
gen  marcador  seleccionable  tanto  en  E.  coli como  en  A.  tumefaciens.  Este  vector
concretamente  porta  la  secuencia  del  promotor  35S que queda en el  extremo 5’ del
transgén a insertar y la secuencia correspondiente a la proteína verde fluorescente (GFP)
que queda situada en el extremo C-terminal de la construcción.
Crecimiento de plantas en tierra
Las semillas de Arabidopsis se imbibieron en agua y se vernalizaron durante 2 días
a 4ºC. Posteriormente se sembraron en bandejas de alvéolos sobre una mezcla de tierra
con vermiculita en proporción 3:1. Las bandejas se cubrieron con plástico y se colocaron
en una cámara de cultivo con 14 h de luz, 21ºC de temperatura y 60% de humedad
relativa.  Pasados 4-5 días el  plástico empleado para mantener  una humedad relativa
elevada fue retirado.
Transformación de Arabidopsis thaliana
La  transferencia  de  las  construcciones  preparadas  en  Agrobacterium hasta  el
genoma de Arabidopsis thaliana se llevó a cabo mediante la técnica de inmersión floral
(Clough y Bent, 1998).
Selección de líneas transgénicas
Semillas procedentes de plantas transformadas (T1) fueron sembradas en placas
Petri en medio MS y en presencia del antibiótico de selección kanamicina, y carbenicilina
para  evitar  el  crecimiento  de  Agrobacterium.  Las  plántulas  resistentes  fueron
seleccionadas y pasadas a tierra hasta la  obtención de semillas.  Las semillas  T2 se
sembraron en presencia del antibiótico de selección con objeto de seleccionar líneas que
presentasen una segregación 3:1 y que contenían por consiguiente una única inserción
del T-DNA. Las semillas T2 resistentes fueron transferidas a tierra para recoger semillas
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T3  e  identificar  plantas  homocigotas  para  la  construcción,  sembrado  una  pequeña
cantidad de semillas T3 y observando aquellas en las que no había segregación para el
T-DNA.
Tratamientos fitopatógenos
Previamente a la inoculación con Pseudomonas syringae, la cepa fue refrescada en
placas de KB en presencia de el/los antibiótico/s necesarios e incubada durante toda la
noche a 28ºC. Las células se recogieron a partir del césped bacteriano empleando una
solución estéril  de MgCl2 10 mM y un asa de Digralsky. La suspensión bacteriana se
preparó mediante dilución, hasta alcanzar la concentración deseada para la infección,
considerando que una DO600 nm = 1 se corresponde con una concentración de bacterias de
108 ufc/mL. Para la infección por infiltración se emplearon plantas regadas, que habían
crecido en tierra durante 4 semanas en tierra. Se inocularon 3 hojas adultas del mismo
verticilo  por  planta  aplicando  la  bacteria  directamente  al  apoplasto  utilizando  una
jeringuilla de 1 mL sin aguja y aplicando la suspensión bacteriana en la cara abaxial de la
hoja. La concentración de bacterias utilizada fue de 106 ufc/mL.
Aislamiento y análisis de LDs
Aislamiento de cuerpos lipídicos
El procedimiento de obtención de cuerpos lipídicos está basado en el protocolo de
(Tzen  et  al.,  1997),  que  emplea  gradientes  discontinuos  de  densidad,  con  varias
modificaciones.  Todos  los  pasos  y  centrifugaciones  se  llevaron  a  cabo  a  4ºC.  Se
recolectaron hojas de Arabidopsis (de diferente tiempo y tratamiento según experimento).
Con unas tijeras se cortaron en pequeños trozos 2,5 g de hojas de Arabidopsis, que se
homogeneizaron en mortero durante 2 minutos en 5 mL de tampón de extracción frío (10
mM de tampón fosfato sódico pH 7,5; 300 mM de NaCl;  0,1% (v/v) Tween-20; 1 mM
PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo);  cocktail  inhibidor de proteasas (Sigma) y 0,6 M
sacarosa), empleando arena de mar (Merck) como agente abrasivo  Para cada extracción
completa se empleó un total  de 5 g de hojas. El homogenado resultante se filtró a a
través de 3 capas de Miracloth (Calbiochem®), obteniéndose dos fracciones de unos 2,5
mL de cada 2,5 g de tejido. Cada una de estas fracciones se dispuso en el fondo en un
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tubo de ultracentrífuga de 5 mL. Sobre ella se depositó cuidadosamente (vertiendo el
líquido por la pared del tubo) 2,5 mL de tampón de extracción con 0,4 M en lugar de 0,6
M de sacarosa. Se centrifugó a 100 000xg durante 90 min (Horn et al., 2011) empleando
una ultracentrífuga Beckman Coulter Optima L-100 XP, con un rotor SW55Ti. Se recogió
la fracción superior de cada uno de los tubos con una micropipeta y se situaron ambas en
el fondo de un tubo de ultracentrífuga.  Encima de esta fracción se colocó 2,5 mL de
tampón de extracción con 0,2 M de sacarosa en lugar de 0,4 M. Se centrifugó de nuevo
en las mismas condiciones.  Se recogió la  fracción superior  que contiene los cuerpos
lipídicos y se pasó a un tubo eppendorf de 1,5 mL. Se centrifugó a 10000xg durante 1 h
en centrífuga de mesa. La fracción inferior, libre de cuerpos lipídicos se retiró mediante
una  pipeta  Pasteur,  obteniendo  50  μL de  cuerpos  lipídicos  purificados.  Los  cuerpos
lipídicos fueron teñidos con BODIPY 493/503 (Thermofisher) a una concentración final de
0,5 μg/mL y visualizados al microscopio de fluorescencia antes de almacenarse a -20ºC
para futuros análisis.
Tinción de cuerpos lipídicos
La visualización de cuerpos lipídicos en hojas de  Arabidopsis se realizó mediante
tinción con BODIPY® 493/503  (Listenberger y Brown, 2007).  Se preparó una solución
stock disolviéndolo en DMSO y se empleó a una concentración final de 2 μg/mL en agua,
en donde fueron sumergidas las hojas a teñir. La tinción de cuerpos lipídicos purificados
se realizó a una concentración final de 0,5 μg/mL.
Análisis mediante citometría de flujo
A partir  de  la  fracción  purificada  y  concentrada  de  cuerpos  lipídicos,  5  μL de
muestra se diluyeron con 195 μL de tampón fosfato (10 mM pH 7,5). Se añadió 1 μL de
BODIPY 493/503 (100  μg/mL) para la tinción de lípidos neutros (concentración final de
0,5  μg/mL).  A  continuación  las  muestras  se  analizaron  en  un  citómetro  de  flujo
GALLIOSTM (Beckman  Coulter  Inc,  Pasadena,  CA,  USA).  Se  empleó  un  láser  de
excitación de 488 nm, 22 mW para la excitación de BODIPY y se recogió la fluorescencia
emitida se recogió con un filtro de paso de banda de 525-540 nm. Se tomaron medidas





El  análisis  de  las  proteínas  de  cuerpos  lipídicos  se  realizó  en  el  Servicio  de
Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología (CNB). Se llevó a cabo mediante una
aproximación  shotgun  proteomics.  Las  muestras  fueron  cargadas  y  concentradas
individualmente en un gel SDS-PAGE del 12%. Cada muestra fue dividida en 3-4 bandas
que fueron digeridas con tripsina,  empleando un robot  digestor  automático Proteineer
(Bruker, Bremen, Alemania). En todos los casos, la digestión fue llevada a cabo según el
protocolo descrito  por  (Shevchenko et  al.,  1996).  En resumen, las bandas del  gel  se
lavaron con bicarbonato de amonio y las muestras fueron reducidas con DTT. El proceso
de alquilación se llevó a cabo con ácido iodoacético (IAA) a temperatura ambiente antes
de añadir la tripsina recombinante (0,1 mg, Promega) de grado de secuenciacion.  La
digestión tuvo lugar  durante 18 h a 37ºC.  A continuación,  los  péptidos  generados se
extrajeron, agruparon y se secaron en un  speed-vac y almacenados a -20ºC hasta su
uso. 
Análisis LC-ESI-MSMS y búsqueda en bases de datos
El  análisis  Nano  LC  ESI-MSMS  se  realizó  empleando  un  NanoLC-1D  HPLC
(Eksigent)  acoplado  a   un  espectrómetro  de  masas  QTOF  5600  Triple  TOF  (Sciex,
Framingham, MA, USA). Los datos de MS y MS/MS obtenidos se emplearon para lanzar
una búsqueda frente a la base de datos de  Arabidopsis thaliana que contenía 31478
entradas  (descargadas  de  UniProtKB,  Febrero  de  2016).  La  búsqueda  se  realizó
empleando  el  motor  Mascot  v.2.6  (http://www.matrixscience.com).  Los  péptidos  con
puntuaciones de iones Mascot que indicaban identidad u homología extensa (p < 0,05) se
emplearon para la identificación de proteínas. Únicamente proteínas con puntuaciones
superiores a 30 fueron consideradas. De igual modo, solamente las proteínas detectadas
en las tres réplicas  biológicas  examinadas en cada tratamiento se consideraron para
posteriores análisis como constituyentes de cuerpos lipídicos.
Expresión transitoria en Nicotiana benthamiana
La infiltración con  Agrobacterium de hojas de  Nicotiana benthamiana se llevó a
cabo básicamente como se describe en (Herpen et al., 2010). Se inoculó Agrobacterium
con la construcción deseada en 5 mL de LB suplementado con Rifampicina (100 μg/mL) y
Kanamicina (50 μg/mL) y se dejó crecer durante 24 h a 28ºC en agitación. Al día siguiente
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se agregó 5 μL de acetosiringona 200 mM (Sigma-Aldrich) y se dejó durante 3 h más en
agitación a 28ºC. El cultivo resultante se centrifugó durante 10 min a 3000xg y el pellet se
resuspendió en 1 mL de medio de infiltración (10 mM de MgCl2, 10 mM MES pH 5,8). Se
midió la densidad óptica a 600 nm y se prepararon 5 mL a una densidad óptica de 0,3. En
todos los experimentos se añadió una cepa de  Agrobacterium portadora del gen que
codifica  para  la  proteína  P19  de  TBSV,  supresora  del  silenciamiento  génico,  para
maximizar la producción de proteína. Se añadió 5  μL de acetosiringona  y se incubó
durante  1  h  a  temperatura  ambiente  sin  agitación.  En  los  experimentos  en  que  se
coinfiltró además con Pseudomonas syringae pv. syringae B728a, se añadió la bacteria a
concentración  final  de  104 cfu/mL.  Plantas  de  Nicotiana  benthamiana se  cultivaron
durante 4 semanas en invernadero en condiciones de ciclo largo 16 h de luz y 8 horas de
oscuridad a una temperatura de entre 18 y 22ºC. La mezcla de bacterias se infiltró en
hojas de N. benthamiana por la parte abaxial, empleando para ello un jeringa de 1 mL sin
aguja.  Las  plantas  agroinfiltradas  se  mantuvieron  en  las  mismas  condiciones  de
temperatura durante 3 días, momento en el que se visualizaron al microscopio confocal.
Microscopía confocal
La obtención de imágenes al microscopio confocal se llevó a cabo en la plataforma
de confocal Leica TCS SP8 empleando objetivos de 20x y de 63x de inmersión en agua.
Tanto para BODIPY493/503 como para GFP se empleó el láser de excitación de 488 nm.
La fluorescencia emitida se recogió entre 500 y 550 nm en el caso de BODIPY y entre
500 y 561 en el caso de GFP. En LDs aislados donde se realizó la colocalización de GFP
con rojo nilo, se empleó un láser de 543 nm y se recogió la fluorescencia emitida entre
590 y  640  nm.  Las imágenes obtenidas  fueron analizadas  mediante  el  software FIJI
(Schindelin et al., 2012).
Extracción de proteínas y SDS-PAGE
Las muestras de tejido vegetal fueron homogenizadas en un homogeneizador Glas-
Col en tampón de extracción de proteínas (50 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1%
NP-40; 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 1x cóctel inhibidor de proteasas (Roche). Posteriormente
se procedió a la centrifugación durante 15 min a 4ºC y 13000xg. Se tomó el sobrenadante
y se procedió  de nuevo a  centrifugar  las  muestras  en las  mismas condiciones.  Este
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segundo sobrenadante fue considerado el extracto de proteínas totales. La concentración
de  proteínas  se  determinó  empleando  BioRad  Protein  Assay  (Biorad)  basado  en  el
método de cuantificación de Bradford  (Bradford, 1976). De cada muestra se empleó un
total de 20 μg de muestra para correr un gel SDS-PAGE del 10%.
Western Blot
Las proteínas fueron transferidas mediante electrotransferencia (100 V durante 1 h
en tampón de transferencia) a membranas de nitrocelulosa (GE HealthCare), que fueron
teñidas  con  Rojo  Ponceau  0,1%  para  confirmar  la  correcta  transferencia.  Para  la
detección  de  proteínas  específicas  por  inmunomarcaje,  se  bloquearon  los  sitios  no
ocupados de la membrana durante 1 h con leche en polvo al 5% en tampón TBST (50
mM Tris-HCl; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20; pH 7,5). Posteriormente se lavó tres veces
la membrana durante 10 min en TBST y se incubó con el anticuerpo específico (anti-GFP
conjugado), siguiendo las sugerencias del fabricante durante toda la noche a 4ºC. Se
retiró el anticuerpo y se lavó de nuevo la membrana tres veces durante 10 min con TBST,
se secó la membrana y se incubó con el  reactivo revelador SuperSignal West  Femto
Maximum Sensitivity  Substrate  (Thermo Scientific)  durante  3  min.  El  revelado  de  las
bandas  se  realizó  empleando  películas  fotosensibles  (Konica  Minolta)  utilizando  un
equipo revelador SRX-101A (Konica Minolta).
Técnicas de ácidos nucleicos
Preparación y aislamiento de plásmidos
Para la  purificación de DNA plasmídico a pequeña escala,  a partir  de 5 mL de
cultivo bacteriano) se utilizó el método de lisis alcalina con el kit “QIAprep Spin Miniprep
Kit” (Qiagen).
Extracción de RNA de tejido vegetal
El  RNA de  las  muestras  vegetales  se  extrajo  según  el  método  descrito  por
(Logemann et al., 1987). El tejido vegetal fue homogeneizado en tampón Z6 (8M cloruro
de guanidinio, 20 mM MES, 20 mM EDTA). Los restos de tejido insoluble fueron eliminado
mediante centrifugación. El RNA se extrajo con fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1). El
RNA se precipitó a 20ºC durante la noche añadiendo 0,05 volúmenes de ácido acético 1M
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y 0,7 volúmenes de etanol. Tras la obtención del precipitado mediante centrifugación a
13000xg durante 10 min, se lavó primero con C2H3NaO2 3M pH 4,5 y luego con etanol
75%, obteniéndose en cada caso un precipitado  que se recoge mediante centrifugación
a 13000xg durante 10 min. Se dejó secar unos minutos y se disolvió en 100 μL de agua
MilliQ.
Preparación de DNA complementario
Las muestras de RNA se limpiaron empleando el kit High Pure RNA Isolation Kit
(Roche). Se preparó el cDNA correspondiente a un máximo de 1 μg de RNA usando el kit
Transcription First Strand cDNA synthesis Kit (Roche).
Amplificación de fragmentos de DNA
La amplificación de fragmentos de DNA específicos se llevó a cabo por reacción en
cadena de la polimerasa (PCR) en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin
Elmer). Los oligonucleótidos empleados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.
Electroforesis de DNA
Los  fragmentos  de  DNA  obtenidos  por  PCR  fueron  visualizados  mediante
electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio (0,5 μg/mL en tampón TBE 0,5x /
45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8) empleando un transiluminador (BioRad).
Secuenciación de DNA
La  secuenciación  de  DNA  se  realizó  en  Secugen  y  las  secuencias  fueron
analizadas mediante el programa Geneious®.
Sistema Gateway de clonación
Este sistema permite la clonación de fragmentos de DNA mediante recombinación
homologa en vectores diseñados específicamente para tal fin. Siguiendo las instrucciones
del  fabricante  (Invitrogen),  los  fragmentos  de  interés  se  amplificaron  mediante  PCR
empleando oligonucleótidos a los que se les añade los extremos attB1 (5’-GGGG-ACA-
AGT-TTG-TAC-AAA-AAA-GCA-GGC-TNN  (secuencia  específica)-3’  y  attB2  (5’GGGG-
GAC-CAC-TTT-GTA-CAA-GAA-AGC-TGG-GTN  -  (secuencia  específica)  –  3’),  que
proporcionan al fragmento amplificado los sitios de recombinación attB. Los fragmentos
amplificados se introdujeron en el vector de entrada pDONR207 mediante la reacción BP
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con  la  enzima clonasa,  de  donde  fueron  transferido  posteriormente  al  vector  destino
pGWB5, mediante la reacción LR con la enzima clonasa LR.
Todos los oligonucleótidos empleados para la clonación de los distintos genes se
muestran en la Tabla I.
Tabla I Oligonucleótidos empleados para el clonaje de los genes examinados.























Los diferentes proteomas obtenidos fueron categorizados funcionalmente en base a
la anotación GO mediante  The Arabidopsis Information Resource Bulk Data Retrieval y
Analysis Tools (https://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp).
Los diagramas de Venn fueron generados gracias a la herramienta web BioVenn
(http://www.biovenn.nl/) (Hulsen et al., 2008).
El análisis de secuencias de DNA se realizó mediante el software FinchTV (Bio-Soft
Net, http://en.bio-soft.net/dna/FinchTV.html).
El análisis de enriquecimiento para GO en los diferentes proteomas fue realizado
mediante agriGo v2.0 (http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/index.php) (Tian et al.,
2017) empleando un test Fisher como método estadístico y el método de corrección de
Bonferroni,  con un nivel de significando de 0,05. Los resultados fueron representados
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mediante REViGO (http://revigo.irb.hr/) (Supek et al., 2011), permitiendo una similitud de





Los  LDs  se  inducen  durante  la  senescencia  y  la  respuesta  de
Arabidopsis a la infección con Pst DC3000 avrRpm1
En el momento de iniciar el presente trabajo, el artículo publicado por Shimada et
al., (2014) había descrito la localización de la proteína  α-dioxigenasa (α-DOX1) en los
cuerpos  lipídicos  (LDs)  que  se  forman  en  Arabidopsis durante  la  senescencia  de  la
planta,  así  como  durante  la  respuesta  a  la  infección  del  hongo  Colletotrichum
higginsianum. Además, este mismo artículo indicaba la participación de las proteínas α-
DOX1 y CLO3, esta última presente también en los LDs, en la síntesis de la oxilipina 2-
HOT con actividad antifúngica (Shimada et al., 2014).
Estos resultados otorgaban a los LDs un papel en la síntesis de oxilipinas durante el
proceso de senescencia de la planta y en la respuesta de defensa vegetal frente a la
infección de microorganismos patógenos, cuya contribución nos propusimos investigar en
mayor  detalle  en  el  presente  trabajo.  De  particular  interés  para  nuestro  estudio  era
examinar la relación entre la función de los LDs y la síntesis de oxilipinas, y determinar si,
además de las enzimas α-DOX1 y CLO3, en estos orgánulos se localizaba alguna otra
proteína con participación en el metabolismo de oxilipinas.
Para abordar nuestro objetivo era necesario poner a punto un protocolo que nos
permitiera obtener LDs en cantidad suficiente para realizar un análisis proteómico. Los
estudios  previos  a  este trabajo  habían puesto  de manifiesto  que la  expresión de los
genes de α-DOX se activa durante la senescencia de la planta, así como en respuesta a
la infección de bacterias fitopatógenas del género Pseudomonas (Sanz et al., 1998; De
León et al., 2002) y que, por tanto, ambos procesos serían adecuados para proceder a
examinar la formación y el contenido proteico de los LDs.
Además  de  en  las  semillas,  en  donde  existe  un  alto  contenido  en  LDs  que
disminuye progresivamente durante el establecimiento de la plántula (Graham, 2008), la
acumulación de LDs se induce durante la senescencia de la planta (Bouvier-Navé et al.,
2010;  Shimada et  al.,  2015).  En ambas condiciones (semillas y senescencia)  se han
realizado  análisis  proteómicos  que  han  aportado  datos  de  interés  acerca  de  la
composición  proteica  de  estos  orgánulos  (Jolivet  et  al.,  2004;  Brocard  et  al.,  2017).
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Igualmente, se ha descrito la formación de LDs en respuesta a distintas condiciones de
estrés  (Pyc et al., 2017b), aunque los datos relativos a la formación y composición de
estos orgánulos en estas situaciones son escasos por el momento.
Para iniciar nuestro estudio, procedimos a examinar la formación de LDs en hojas
de  Arabidopsis en  distintas  etapas  del  desarrollo  y  en  respuesta  a  la  infección  de
Pseudomonas mediante la tinción de los tejidos de interés con el colorante específico de
lípidos neutros BODIPY493/503.  En estos análisis la tinción con BODIPY de hojas de la
roseta basal  de  Arabidopsis,  seguido de su observación con el  microscopio confocal,
puso de manifiesto el aumento progresivo del número de LDs durante el desarrollo de la
planta (Figura 6). Así, mientras que en plantas de 3 semanas las hojas aparecen libres de
LDs,  estos  orgánulos  comienzan  a  acumularse  de  manera  heterogénea  en  hojas  de
plantas de 4 semanas. El número de LDs aumenta notablemente en plantas de 5 y 6
semanas de edad, en las que se observa un distribución homogénea de estos orgánulos
en las células de las hojas examinadas (Figura 6).
Para examinar la formación de LDs durante el proceso de infección se inocularon
plantas  de entre 3 y  4  semanas con una suspensión de  Pst DC3000  avrRpm1 (10⁶
ufc/mL) inductora de una reacción de defensa denominada reacción hipersensible (HR),
caracterizada por la activación de un proceso de muerte celular que contribuye a limitar la
progresión  del  patógeno  en  el  tejido  infectado.  La  tinción  de  hojas  inoculadas  con
BODIPY y  su  observación  al  microscopio  confocal,  a  distintos  tiempos  de  infección,
pusieron de manifiesto un ligero incremento en el número de LDs en la zona inoculada,
que aumenta de forma progresiva a medida que avanza el proceso de infección (Figura
7). La formación de LDs y el incremento de estos orgánulos ocurre de forma reproducible
en  las  muestras  examinadas,  aunque  su  distribución  en  las  zonas  infectadas  es
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Figura 6. Acumulación de LDs en hojas de Arabidopsis. La formación de LDs
en hojas de la roseta basal de plantas de Arabidopsis de 3, 4, 5 y 6 semanas de
desarrollo  se  examinó  mediante  tinción  con  BODIPY493/503 y  observación  al
microscopio  confocal. Barra de escala: 20 μm.
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heterogénea de acuerdo, probablemente, al nivel de daño provocado por la infección en
las células examinadas.
Las proteínas α-DOX1 y CLO3 de Arabidopsis se localizan en los
cuerpos  lipídicos  que  se  forman  en  las  hojas  de  plantas
senescentes
Tras determinar las condiciones de desarrollo en las que tiene lugar la formación de
LDs en Arabidopsis, y antes de proceder a establecer el protocolo de purificación que nos
permitiera  obtener  cantidades  suficientes  de  LDs  para  determinar  su  proteoma,  nos
propusimos examinar la presencia de las proteínas α-DOX1 y CLO3 en dichos orgánulos.
A este objeto procedimos a generar plantas transgénicas conteniendo las construcciones
35S::α-DOX1:GFP y 35S::CLO3:GFP, en las que las proteínas de interés se expresaban
como proteínas  de fusión  unidas  a  la  proteína verde  fluorescente  GFP.  Estas  líneas
transgénicas nos permitirían confirmar la presencia de las proteínas de interés en los
LDs,  y  utilizar  las  proteínas  de  fusión  como  marcadores  de  LDs  para  establecer  el
protocolo de purificación de estos orgánulos.
En este punto se procedió a generar además, la línea 35S::LOX1:GFP, en la que la
proteína LOX1, con actividad 9-lipoxigenasa (9-LOX) se expresó, igualmente, fusionada a
la  proteína  verde  fluorescente  GFP.  Utilizando  esta  construcción  nos  propusimos
investigar la localización en los LDs de la proteína LOX1, para la que se ha demostrado
una interacción metabólica con las proteínas de interés,  α-DOX1 y CLO3. Así,  se ha
demostrado que las proteínas α-DOX1 y 9-LOXs compiten por el pool de ácidos grasos
disponibles  como  sustrato  durante  la  infección  bacteriana,  y  que  durante  la  misma
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Figura 7. Acumulación de LDs durante la respuesta a la infección de la bacteria
Pst DC3000 avrRpm1. Se examinó la formación de LDs en hojas de Arabidopsis de
4  semanas  de  crecimiento  a  las  24,  48  y  72  hpi  mediante  tinción  con
BODIPY493/503 y observación al microscopio confocal. Barra de escala: 20 μm.
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respuesta,  ambas  enzimas  actúan  de  forma  coordinada  en  la  síntesis  de  oxilipinas
doblemente oxigenadas  (Hamberg et al.,  2003; Vellosillo et al.,  2007). Igualmente, los
productos de las enzimas 9-LOXs pueden ser reducidos por la actividad de caleosinas
específicas  (Hanano  et  al.,  2016).  Estas  interacciones  estarían  de  acuerdo  con  la
colocalización de las tres enzimas descritas en un mismo compartimento celular, aunque
no existían evidencias experimentales que indicasen la localización de la proteína LOX1
en los LDs de Arabidopsis. En apoyo de esta idea cabe mencionar la presencia de una
lipoxigenasa en LDs de plantas  de pepino  (Feussner  y  Kindl,  1992;  Feussner  et  al.,
2001),  así  como de enzimas 9-LOX y 13-LOX en un  pool de proteínas candidatas a
formar parte de LDs en Arabidopsis (Shimada et al., 2014).
Para verificar la localización subcelular de las proteínas α-DOX1:GFP y CLO3:GFP,
se procedió  a  examinar  la  presencia  de las  proteínas de fusión en hojas  de plantas
homocigotas  de 4  y  6  semanas mediante  microscopía  confocal.  En ambos casos se
observó  la  presencia  de  las  proteínas  α-DOX1:GFP  y  CLO3:GFP  en  orgánulos  de
naturaleza esférica y de una tamaño que en ningún caso era mayor de 2  μm, que se
corresponderían con LDs (Figura 8). Además, de acuerdo a lo esperado, el número de
LDs acumulados era superior en las hojas de plantas senescentes que en las plantas de
4 semanas (Figura 8). A diferencia de estos resultados, la fluorescencia correspondiente
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Figura 8. Localización subcelular de las proteínas  α-DOX1, CLO3 y LOX1 en hojas de
Arabidopsis. Imágenes  de  microscopía  confocal  de  hojas  de  plantas  transgénicas
35S::gen:GFP de Arabidopsis en plantas de 4 y 6 semanas de desarrollo. Barra = 20 μm. Barra
de detalle = 5 μm.
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a  la  proteína  LOX1:GFP  no  aparecía  asociada  a  LDs  en  ninguno  de  los  tiempos
examinados, sino que estaba preferentemente localizada en el retículo endoplásmico y
en la membrana plasmática de las muestras examinadas. Estos experimentos permiten
confirmar la localización de las proteínas CLO3 y  α-DOX1 en los LDs de las hojas y
descartan la colocalización de la proteína LOX1 en estos orgánulos.
Aislamiento  de  LDs  de  hojas  senescentes  mediante  gradientes
de densidad
En el momento de comenzar el presente trabajo se disponía de datos relativos al
proteoma de LDs de semillas de  Arabidopsis (Jolivet  et  al.,  2004;  Vermachova et  al.,
2011) pero no existía información acerca del proteoma de LDs procedentes de tejidos
vegetativos. Por ello y con objeto de determinar las proteínas que, junto a las enzimas α-
DOX1 y CLO3, integran los LDs en los tejidos vegetativos procedimos a establecer un
protocolo de aislamiento y purificación de LDs, utilizando hojas de plantas de 6 semanas
con un alto contenido en LDs. A este objeto se utilizó la línea transgénica marcadora
35S::CLO3:GFP para facilitar el seguimiento de estos orgánulos.
Los protocolos utilizados en la preparación de LDs aprovechan el hecho de que la
presencia de un núcleo de TAGs en estos orgánulos reduce su densidad, permitiéndoles
flotar en un gradiente discontinuo de densidad, en el que, tras la centrifugación de las
muestras, los LDs ascienden a la superficie separándose del resto de orgánulos celulares
de mayor densidad (Ding et al., 2013).
Al igual que en la purificación de otros orgánulos, la preparación y extracción de las
muestras presenta varias fases críticas. En primer lugar, la fase de homogenización del
tejido debe permitir la salida de los LDs, evitando a su vez que los LDs más grandes
puedan romperse por  fuerzas mecánicas.  En este  aspecto,  y  una vez  establecido el
protocolo de purificación que ha resultado de las distintas pruebas realizadas,  hemos
podido concluir que la utilización de tejido fresco como material de extracción constituye
un factor crítico que permite mejorar de forma significativa y reproducible el rendimiento
del protocolo.  De la misma manera,  y utilizando como base un tampón de extracción
conteniendo sacarosa  0,6M,  en nuestro  trabajo  hemos examinado el  rendimiento  del
protocolo tras añadir al tampón de extracción compuestos tales como: NaCl y Tween-20.
Los  compuestos  examinados  habían  sido  empleados  por  distintos  grupos  de
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investigación con objeto de mejorar la capacidad de extracción, evitando la presencia de
proteínas contaminantes  procedentes  de otros  orgánulos,  y  minimizando  a  su vez  la
pérdida de proteínas que, formando parte de los LDs, pudieran estar asociadas a estos
orgánulos de forma más débil que otros componentes (Li et al., 2012). A este respecto,
tenemos  que  mencionar  que  mientras  que  la  presencia  de  NaCl  no  modifica
significativamente  el  rendimiento,  la  adición  de  Tween-20  (0,04%)  al  tampón  de
extracción y su mantenimiento en las distintas  etapas de la  purificación provoca una
mejora de aproximadamente 10 veces en el  número de cuerpos lipídicos obtenidos a
partir de una misma cantidad de tejido.
Finalmente, durante el procedimiento de purificación, en el que se realizaron dos
etapas sucesivas de centrifugación en gradientes discontinuos de densidad de sacarosa
(desde 0,6 M hasta 0,2 M) (Figura 9A), se examinó también el efecto de la velocidad de
centrifugación que fue superior a la empleada en los procedimientos de purificación de
LDs a partir de semillas. En el protocolo se incorporó un último paso de centrifugación a
baja velocidad con objeto de reducir el volumen final de la muestra y obtener un fracción
concentrada de LDs que nos permitiera realizar un análisis proteómico de las muestras
obtenidas. En la Figura 9 se muestra un esquema que recoge los pasos del protocolo
establecido  (Figura  9A),  así  como  el  aspecto  de  la  fracción  de  LDs  purificada  y  su
visualización  al  microscopio  de  fluorescencia  (Figura  9B).  Se  muestra,  además,  un
western blot en el que se observa la presencia de la proteína CLO3:GFP en las distintas
fracciones obtenidas a lo largo de la purificación, comenzando por el extracto completo,
las fracciones flotantes recogidas en cada una de las centrifugaciones (FF1 y FF2), las
fracciones que corresponden al fondo del tubo de ensayo en cada caso (FI1 y FI2) y la
fracción  final  de  LDs.  En  la  Figura  9C  se  observa  que  en  el  segundo  paso  de
ultracentrifugación, la fracción flotante 2 contiene altos niveles de proteína CLO3:GFP,
mientras  que  el  fondo  del  tubo  se  encuentra  libre  de  esta  proteína,  poniendo  de
manifiesto que el proceso de purificación establecido permite recoger la mayor parte de
los cuerpos lipídicos presentes en el tejido original.
Finalmente, en la Figura 9D se muestran imágenes obtenidas con el microscopio
confocal en las que se aprecia el aspecto de los LDs purificados visualizados en campo
claro y  teñidos con el  colorante Rojo  Nilo  específico  de lípidos neutros.  Además  se
observa  la  presencia  de  la  proteína  CLO3:GFP  fluorescente  verde  que  se  localiza,
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preferentemente, en la superficie de los LDs, tal y como había sido descrito previamente
(Aubert et al., 2010).
Preparación de LDs de hojas senescentes y hojas infectadas de
plantas silvestres y validación del protocolo de purificación
El  protocolo  de  purificación  de  LDs  establecido  mediante  el  uso  de  la  línea
transgénica 35S::CLO3:GFP, se utilizó para proceder a la obtención de LDs en plantas
silvestres de Arabidopsis y determinar el proteoma de estos orgánulos. A este objeto, se
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Figura 9. Procedimiento de obtención de LDs a partir de hojas de plantas transgénicas  35S::CLO3:GFP de
Arabidopsis mediante gradientes de densidad. A) Representación esquemática del proceso de purificación de LDs.
B)  Fracción  final  de LDs (izquierda)  y visualización  al  microscopio óptico de fluorescencia de los  LDs purificados
(derecha). C) Análisis mediante western blot de las distintas fracciones recogidas durante el proceso de purificación de
LDs. FI1: fracción inferior correspondiente a la primera centrifugación. FF1: fracción flotante recogida de la primera
centrifugación.  FI2:  fracción  inferior  obtenida  en  la  segunda  centrifugación.  FF2:  fracción  flotante  recogida  en  la
segunda centrifugación.  D)  Observación  al  microscopio  confocal  de los  LDs purificados:  se  muestra  el  aspecto  y
tamaño de los LDs en campo claro, teñidos con Rojo Nilo, la fluorescencia correspondiente a la proteína GFP y la
colocación de ambos colores. Barra = 2 μm.
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prepararon LDs de hojas senescentes,  así  como de hojas  de plantas de 4 semanas
infectadas con la bacteria Pst DC3000 avrRpm1, a las 24 y 72 hpi. En cada una de las
condiciones mencionadas se prepararon tres réplicas biológicas independientes que se
analizaron  de  forma  paralela  para  determinar  la  composición  proteica  de  los  LDs
purificados.
Como paso previo a estos análisis, y con objeto de determinar la pureza de las
fracciones obtenidas, así como la cantidad de LDs y el rendimiento en relación al tejido
utilizado,  las  muestras  obtenidas  se  analizaron  mediante  citometría  de  flujo.  Esta
tecnología  permite  medir  y  analizar  simultáneamente  el  tamaño  de  las  partículas
presentes en una suspensión, la complejidad de la muestra y la fluorescencia asociada.
Este método y su variante de separación de células en base a su fluorescencia (FACS,
del inglés  Fluorescence-Activated Cell Sorting) habían sido utilizados en microalgas  y
otros  organismos  unicelulares  en  el  aislamiento  de  mutantes  hiperacumuladores  de
lípidos (Velmurugan et al., 2013; Xie et al., 2014; Terashima et al., 2015), al igual que en
células de mamíferos con objeto de cuantificar la cantidad de LDs presentes en el interior
de las células (Gubern et al., 2008) o monitorizar la biogénesis de LDs.
El  análisis  mediante  citometría  de flujo  de  los  LDs  purificados  se llevó  a  cabo
utilizando  alícuotas  sin  teñir  y  teñidas  con  BODIPY  de  cada  una  de  las  muestras
preparadas (Figura 10). En todos los casos se evaluó el contenido de las partículas y el
tamaño de las mismas y se procedió a examinar las imágenes obtenidas. Los resultados
de  estos  análisis  mostraron  que  las  fracciones  examinadas  contenían  poblaciones
homogéneas de LDs en las que no se observaba la presencia de otro tipo de partículas u
orgánulos  ya  que  todas  ellas  se  teñían  con  el  colorante  específico  de  LDs  BODIPY
(Figura 10A y 10B). Estos análisis nos permitieron, además, calcular la cantidad relativa
de LDs en las distintas muestras examinadas (Figura 10C). Así, pudimos calcular que en
nuestras condiciones experimentales, el número de LDs aumenta durante la infección de
forma que la cantidad de eventos registrados a las 72 hpi es aproximadamente 3 veces
superior que la obtenida a las 24 hpi (Figura 10C). No obstante, en todos los casos, el
número mayor de eventos correspondió a las muestras de LDs aislados a partir de hojas
senescentes siendo 1,5 veces superior al contabilizado a las 72 hpi durante la infección.
El análisis de los eventos contabilizados puso de manifiesto que su tamaño era similar en
las muestras correspondientes a hojas senescentes y a las obtenidas a las 24 hpi, y que
este tamaño era ligeramente variable en el caso de las muestras de LDs obtenidas a las
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72 hpi (Figura 10A). Los resultados de estos análisis confirman la validez y fiabilidad del
procedimiento  utilizado  para  la  purificación  de  LDs,  y  pone  de  manifiesto  que  las
fracciones obtenidas se encuentran libres de otro tipo de vesículas u orgánulos celulares.
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Figura 10. Análisis mediante citometría de flujo de fracciones de LDs purificadas.
A) Representación gráfica mostrando tamaño (FSC) vs complejidad (SSC) relativa. B)
Grado de pureza de las fracciones de LDs mediante representación del número de
eventos  vs  fluorescencia  en  muestras  sin  teñir  y  teñidas  con  BODIPY493/503.  C)
Cuantificación relativa de los LDs obtenidos en las diferentes muestras. D) Estimación
del número de LDs por mg de peso fresco. E) Imágenes de microscopía óptica de las
fracciones de LDs obtenidas a partir de hojas de plantas senescentes e infectadas y
teñidas con BODIPY493/503.  Barra  = 20  μm. Detalle  mostrando morfología  de un LD
mediante microscopía confocal. Barra = 2 μm.
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El  procesamiento  de las  muestras y  las condiciones utilizadas para su análisis  en el
citómetro de flujo nos permitieron además, hacer una estimación del número de cuerpos
lipídicos obtenidos en cada tipo de muestra en relación a la cantidad de tejido utilizado
para su purificación  (Figura  10D).  Finalmente  y  como confirmación de los  resultados
descritos,  alícuotas de LDs de cada una de las fracciones purificadas se tiñeron con
BODIPY y se visualizaron al  microscopio óptico.  En la  figura se muestra  un ejemplo
representativo de cada una de las muestras en la que se aprecia que existe una buena
correlación entre el aspecto y el número de LDs observados y los resultados obtenidos en
el análisis de estas fracciones mediante citometría de flujo (Figura 10E).
Análisis proteómico de los LDs preparados
Una vez establecido un protocolo  que rindiese LDs de calidad y en cantidades
suficientes, se procedió a realizar un análisis proteómico de las muestras obtenidas a
partir  de hojas de plantas senescentes de 6 semanas de edad y de plantas jóvenes
infectadas durante 24 y 72 h con la bacteria  Pst DC3000  avrRpm1.  A este objeto se
realizó una aproximación shotgun proteomics, en la que cantidades equivalentes de LDs
procedentes de tres réplicas biológicas independientes se sometieron a electroforesis en
SDS-PAGE, para proceder a recortar el gel, digerir las bandas con tripsina y recoger los
péptidos correspondientes. Las muestras obtenidas fueron sometidas a análisis mediante
espectrometría de masas (MS) (Figura 11A) y los datos obtenidos se emplearon para la
identificación de las proteínas correspondientes, empleando la base de datos de UniProt
de Arabidopsis thaliana, que en el momento de su consulta contenía un total de 31478
entradas.  Para  la  generación  de  los  datos  crudos,  se  contabilizaron  las  proteínas
detectadas con una puntuación MASCOT igual o superior a 30, de manera que se obtuvo
una lista de entre 300 y 600 proteínas en las distintas muestras y réplicas examinadas
(Tabla II). En un análisis inicial se observó que una gran parte de las entradas presentes
en los datos crudos eran redundantes,  y correspondían a duplicidades en la base de
datos.  Igualmente,  la  existencia  de  diferentes  isoformas  en  una  misma  familia  de
proteínas o de proteínas homólogas con un alto grado de similitud, provocaba que un
mismo  péptido  fuera  asignado  a  más  de  una  proteína.  La  eliminación  de  proteínas
redundantes ocasionó una reducción en el conjunto del proteoma a una cantidad de entre
200  y  400  componentes0  (Tabla  II).  A continuación,  y  con  objeto  de  otorgar  mayor
consistencia  y  fiabilidad  a  los  datos,  así  como  de  eliminar  posibles  componentes
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minoritarios  que  pudieran  ser  debidos  a  contaminaciones  del  proceso,  se  eliminaron
aquellas  proteínas  representadas  por  un  único  péptido,  lo  que  redujo  el  número  de
proteínas a una lista de entre 100 y 200, según las muestras. Una vez realizado el filtrado
de los datos obtenidos para cada réplica, y con el objetivo de establecer un proteoma
fiable para cada condición, se seleccionaron aquellas proteínas que estaban presentes
en  las  tres  réplicas  biológicas  examinadas  en  cada  condición.  De  esta  manera  se
generaron los proteomas definitivos con los que se han realizado los análisis posteriores.
Así, el proteoma de los LDs procedentes de hojas senescentes se redujo a 72 proteínas,
mientras que los proteomas de los LDs preparados a partir de tejidos infectados durante
24 y 72 h estaban compuestos por un total de 70 y 81 proteínas, respectivamente (Figura
11B). Un resumen del proceso de tratamiento de los datos proteómicos se muestra en la
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Figura 11. Análisis proteómico de fracciones de LDs. A) Mapa conceptual del análisis proteómico realizado
desde la obtención de la fracción de LDs analizada hasta la adquisición de los datos finales. B) Diagramas de
Venn mostrando el número de proteínas identificadas en cada una de las 3 réplicas examinadas para cada
condición en los que se muestra el número de proteínas que solapan.
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Tabla II. Las diferentes listas de proteínas se encuentran disponibles en las tablas del
anexo (Tablas S1, S2 y S3).
Análisis de los proteomas determinados
El  análisis  de  los  proteomas  determinados  puso  de  manifiesto  que  los  LDs
examinados  comparten  una  parte  de  sus  componentes,  mientras  que  otros  son
exclusivos de algunos de ellos. Así, un total de 33 proteínas fueron detectadas tanto en
muestras procedentes de hojas senescentes, como de hojas infectadas con Pst DC3000
avrRpm1 a los dos tiempos examinados (Tabla S4). Además, se pueden identificar 12
proteínas  que  aparecen  exclusivas  en  LDs  de  hojas  senescentes  (Tabla  S5)  y  54
proteínas se encuentran asociadas unicamente a la infección, de las que 16 proteínas
aparecen solo a las 24 h de infección, 28 son exclusivas del proteoma correspondiente a
las 72 h de la infección, y 7 proteínas están presentes en los proteomas definidos a los
dos tiempos de infección (Figura 12A, Tabla S6).
Con objeto de analizar la funcionalidad de las proteínas identificadas y vincular a los
LDs  con  posibles  procesos  biológicos  en  los  que  pudieran  hallarse  implicados,  se
procedió a analizar las categorías de Gene Ontology (GO) de los proteomas obtenidos.
Estos análisis permitieron determinar que, los diferentes proteomas de LDs obtenidos en
este trabajo reflejaban un enriquecimiento en proteínas implicadas en respuestas a estrés
de tipo biótico y abiótico (~15%) y en procesos de transporte (12-17%) en comparación a
los valores correspondientes al proteoma completo de  Arabidopsis (con un 5,6% y un
64│pág






R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Proteínas con puntuación total 
MASCOT > 30 (p < 0,05) 453 547 297 400 407 308 493 433 589
Eliminación de entradas 
redundantes, homologías… 409 341 222 276 292 218 341 316 435
Proteínas detectadas con más de  
un péptido 198 168 117 133 146 112 169 135 296
Proteínas comunes a las 3 
réplicas 72 80 81
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4,3%, de representación en funciones relacionadas con el estrés biótico y abiótico, y el
transporte, respectivamente).  En su conjunto,  los términos asignados a las categorías
“respuesta a estímulos biótico y abiótico”, “respuesta a estrés” y “transporte”, constituyen
entre  el  25-30% del  proteoma  de  los  LDs,  lo  que  sugiere  la  participación  de  estos
orgánulos  en  dichos  procesos  biológicos  (Tabla  III).  Cabe  mencionar  además,  el
enriquecimiento (desde 0,5% en el proteoma de Arabidopsis al 1-4% en los proteomas de
LDs)  en  términos  asignados  a  la  categoría  de  “transporte  de  electrones  o  rutas
energéticas”,  cuyo significado es desconocido por el  momento y del que no podemos
excluir que pueda estar relacionados con proteínas procedentes de los cloroplastos y/o
ser proteínas contaminantes en nuestros proteomas.
En  el  análisis  de  las  proteínas  comunes  a  los  tres  proteomas  (un  total  de  33
proteínas) y proteínas exclusivas de los proteomas obtenidos en condiciones de infección
por  la  bacteria  (51  proteínas),  se  obtuvieron  resultados  similares  a  los  descritos
anteriormente, mostrándose de nuevo un enriquecimiento en procesos de respuesta a
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Tabla III. Análisis de los diferentes proteomas de LD obtenidos para términos de Ontología Génica (GO) relacionados con 
Procesos Biológicos. Se indican los porcentajes de proteínas relacionadas con cada proceso biológico en cada proteoma y





Hojas infectadas Pst DC3000
avrRpm1
24 hpi 72 hpi
Organización celular y biogénesis 3,8% 3,3% 4,2% 3,3%
Procesos del desarrollo 5,3% 1,6% 1,6% 2,0%
Metabolismo de DNA o RNA 1,1% 0% 0% 0%
Rutas energéticas o de transporte de 
electrones 0,5% 4,5% 3,4% 1,1%
Otros procesos biológicos 5,0% 5,4% 6,4% 6,6%
Otros procesos celulares 24,8% 20,6% 21,3% 17,9%
Otros procesos metabólicos 20,7% 18,3% 18,1% 14,5%
Metabolismo de proteínas 6,3% 4,7% 3,2% 2,9%
Respuesta a estímulos bióticos o abióticos 5,6% 14,8% 14,7% 15,8%
Respuesta a estrés 6,1% 11,3% 12,9% 15,8%
Transducción de señales 2,6% 0,6% 0,8% 0,9%
Transcripción dependiente de DNA 5,0% 0,4% 0,4% 0,4%
Transporte 4,3% 13,8% 12,7% 17,7%
Procesos biológicos desconocidos 9,0% 1,0% 0,4% 0,9%
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estrés y estímulos, así como transporte. Se observa además, una reducción en cuanto a
términos  englobados  dentro  de  la  categoría  “rutas  energéticas  o  de  transporte  de
electrones” (Figura 12).
A diferencia de las categorías mencionadas hasta el momento, en los proteomas
examinados se detecta una reducción en la representación de términos relacionados con
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Figura 12. Proteínas comunes en los LDs obtenidos en las diferentes condiciones analizadas. A) Diagramas de Venn
mostrando el número total  de proteínas obtenidas en cada proteoma y el número de proteínas solapantes para las 3
condiciones analizadas. B) Enriquecimiento en términos de GO de las proteínas comunes a los 3 proteomas identificados y
de las proteínas detectadas exclusivamente en los LDs generados en respuesta a la infección con Pst DC3000 avrRpm1.
Los p-valor y las categorías GO fueron obtenidos mediante AgriGO v2.0 y representados gráficamente en un espacio de
dos dimensiones  que resume las similitudes  semánticas  para  las  categorías de GO.  El  principio  subyacente  es que
términos semánticamente similares de categorías de GO deberían permanecer cercanos en el gráfico. Las unidades el
espacio semántico no tienen un significado intrínseco. El color de las burbujas indica el log10 del p-valor; el tamaño de los
círculos indica la frecuencia con la que la categoría de GO aparece en la base de datos subyacente (las burbujas de
términos generales son más grandes).
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“procesos del  desarrollo”,  “metabolismo de DNA o RNA”,  “transducción de señales”  y
“transcripción DNA-dependiente”, lo que, de acuerdo a los componentes identificados en
otros  proteomas  de  LDs,  indica  que  estos  orgánulos  no  participan  en  este  tipo  de
procesos. Cabe mencionar, sin embargo, que en los núcleos de células de mamíferos
(Layerenza et al., 2013; Uzbekov y Roingeard, 2013) se ha observado la formación de
LDs, designados como LDs nucleares, que podrían regular el metabolismo lipídico del
núcleo, así como LDs citosólicos en células de mamífero capaces de reclutar factores de
transcripción, enzimas y componentes de la cromatina, controlando su disponibilidad en
el núcleo, y actuando en procesos relacionados con la función nuclear  (Welte y Gould,
2017).
Comparación con otros proteomas
Para complementar el análisis de los proteomas obtenidos y puesto que aparecen
proteínas relacionadas con la membrana, vesículas y otros orgánulos celulares se realizó
un  estudio  comparativo  con  otros  proteomas  de  interés  con  objeto  de  determinar  el
posible solapamiento entre ellos (Tabla IV). En estos análisis se incluyeron los proteomas
procedentes de LDs de semillas y tejidos vegetativos (Jolivet et al., 2004; Vermachova et
al., 2011; Brocard et al., 2017), varios proteomas de LDs presentes en los cloroplastos,
denominados plastoglóbulos (Ytterberg et al., 2006; Lundquist et al., 2012a), así como un
grupo de proteínas candidatas a formar parte de LDs de hojas senescentes obtenidas
mediante inmunoprecipitación de la proteína CLO3 identificada en LDs (Shimada et al.,
2014). Igualmente se examinó la correspondencia entre los proteomas identificados en
nuestro estudio y los correspondientes a otro tipo de estructuras y orgánulos celulares
tales como el retículo endoplásmico  (Dunkley et  al.,  2006;  Nikolovski et  al.,  2012), la
membrana plasmática (Alexandersson et al., 2004; Marmagne et al., 2004), el tonoplasto
y  la  red  Trans-Golgi,  endosomas  tempranos  (Heard  et  al.,  2015) y  vesículas
extracelulares (Rutter y Innes, 2017).
La  comparación  de  nuestros  proteomas  con  el  grupo  de  proteínas  obtenidas
mediante inmunoprecipitación de la proteína de fusión CLO3:GFP, puso de manifiesto un
alto nivel de solapamiento de entre el 50 y el 65% del total. Igualmente, cabe resaltar el
alto nivel de conservación entre las proteínas de los LDs y las detectadas en el proteoma
de  un  grupo  de  vesículas  localizadas  en  los  espacios  extracelulares  de  plantas  de
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Arabidopsis y cuya función podría estar relacionada con la respuesta de defensa de la
planta frente a la infección de patógenos y/o con el transporte de proteínas entre distintos
órganos de la planta (Rutter y Innes, 2017).
Por  otro  lado,  pudimos  comprobar  que  las  coincidencias  entre  los  proteomas
determinados  en  nuestro  estudio  y  el  proteoma  de  LDs  de  hojas  senescentes
determinados por el grupo de Brocard et al., (2017) se reduce a un número muy pequeño
de proteínas (entre el 4% y 6% del total). Es posible que el bajo nivel de solapamiento
entre  estos  proteomas  sea  consecuencia  de  las  condiciones  de  crecimiento  de  las
plantas empleadas para la obtención de los LDs. Así, mientras que en nuestro trabajo las
plantas  senescentes  crecen  en  alvéolos  independientes  y  no  presentan  pérdida  de
clorofila,  en  el  trabajo  publicado  por  Brocard  et  al.,  las  plantas  presentan  un  fuerte
amarilleamiento y un aspecto estresado debido, posiblemente, a la alta densidad en la
que crecen las plantas hasta alcanzar la senescencia.
Como cabía esperar no se detectaron coincidencias entre los proteomas definidos
en este estudio y los correspondientes a los LDs de semillas. Igualmente, la comparación
con los proteomas de plastoglóbulos, presentó un nivel de solapamiento muy bajo. En
este último caso, sólo uno de los proteomas escogidos muestra alguna coincidencia con
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Tabla IV. Comparación de los proteomas de LD con otros proteomas publicados. Los proteomas preliminares de LD y 





Cuerpos lipídicos 4,2% 5,7% 6,2% Brocard et al., 2017
CLO3-GFP 
inmunoprecipitación 65,3% 55,7% 51,9% Shimada et al., 2014
Cuerpos lipídicos de 
semillas Sin coincidencias Sin coincidencias Sin coincidencias
Jolivet et al., 2004; 
Vermachova et al., 2011
Plastoglóbulos 2,8% 2,9% 2,5% Ytterberg et al., 2006
Plastoglóbulos Sin coincidencias Sin coincidencias Sin coincidencias Lundquist et al., 2012
Retículo endoplásmico 11,1% 14,3% 17,3% Nikolovski et al., 2012
Retículo endoplásmico 6,9% 14,3% 14,8% Dunkley et al., 2006
Membrana plasmática 34,7% 30% 38,3% Alexandersson et al., 2004
Membrana plasmática 18,1% 18,6% 19,8% Marmagne et al., 2004
Tonoplasto 8,3% 12,9% 7,4% Heard et al., 2015




5,6% 4,3% 4,9% Heard et al., 2015
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nuestros proteomas, que en cualquier caso es inferior al 3%, limitándose a las proteínas
Rubisco Activasa (RCA) y a la subunidad grande de la Rubisco (RBCL).
De particular interés resulta la comparación de nuestros proteomas con protemas
del retículo endoplásmico, a partir de cuya estructura original se originan los LDs y con la
que los LDs mantienen una continuidad (ER-LDs). En función del proteoma empleado en
nuestra comparación, el porcentaje de proteínas comunes oscila entre el 7 y el 17%. Un
porcentaje mayor de coincidencias se encontró al comparar nuestros proteomas con los
correspondientes  a  proteomas  de  membrana  plasmática  (18-20%  en  el  caso  del
proteoma publicado por Marmagne et al., (2004) y de un 30-38% con el publicado por
Alexandersson  et  al.,  (2004).  Finalmente,  cabe  mencionar  que  el  proteoma  del
tonoplasto, presenta un nivel de coincidencias del 7 al 13%, mientras que el porcentaje
de solapamiento con las proteínas de la red Trans-Golgi (TGN) fue de alrededor del 5%.
Los resultados de estos análisis indican, que al igual que se ha descrito en otros
organismos,  los  proteomas  de  los  LDs  contienen  proteínas  procedentes  de  otras
estructuras celulares  tales  como el  retículo  endoplásmico y  la  membrana plasmática.
Estos resultados apoyan la participación de los LDs en el tráfico intracelular, aunque esta
hipótesis debe ser examinada en mayor detalle procediendo a confirmar la localización de
las proteínas identificadas en los LDs, así como su liberación posterior a otras estructuras
celulares.
Análisis de proteínas identificadas
El análisis de las proteínas presentes en los LDs aislados en este trabajo permite
comprobar la presencia de proteínas previamente caracterizadas como componentes de
LDs  de  plantas,  así  como  nuevas  proteínas  no  asociadas  anteriormente  con  estos
orgánulos.  Algunas de estas últimas (no descritas anteriormente en plantas) han sido
asociadas a LDs en otros organismos.
Entre  las  proteínas  identificadas  en  los  tres  proteomas  caracterizados  se
encuentran  las  proteínas  CLO3  (Caleosina  3)   y  LDAP1  (LD-associated  protein  1),
descritas previamente como componentes de LDs de tejidos vegetativos  (Aubert et al.,
2010; Shimada et al., 2014; Gidda et al., 2016; Brocard et al., 2017). Igualmente, los tres
proteomas identificados contienen enzimas relacionados con el metabolismo de lípidos
tales como GAPA (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) y GPAT4 (Glicerol-3-fosfato
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aciltransferasa 4) que participan en la síntesis de TAGs y de monómeros de cutina  (Li-
Beisson et al., 2001; Li et al., 2007). En este caso y aunque estas proteínas no habían
sido previamente detectadas en LDs de plantas, su presencia en LDs había sido descrita
en algas y organismos tales como mamíferos y Drosophila (Nguyen et al., 2011; Wilfling
et al., 2013; Goold et al., 2015).
La  proteína  PUX10  (AT4G10790;  UBX  domain-containing  protein),  de  función
desconocida, aparece de forma mayoritaria en los tres proteomas caracterizados. Esta
proteína, que contiene un dominio UBX, parece localizarse en la membrana plasmática
de  Arabidopsis (Nikolovski et  al.,  2012), y no había sido descrita anteriormente como
componente de LDs en plantas. Sin embargo, proteínas homólogas con dominios UBX
tales  como las  proteínas  UBX2 y  UBXD8,  caracterizadas  en  levaduras  y  mamíferos,
respectivamente, forman parte de los LDs de estos organismos  (Fujimoto et al., 2004;
Schuberth y Buchberger, 2008; Suzuki et al., 2012; Wang y Lee, 2012). La proteína UBX2
de  levaduras  participa  en  la  regulación  de  la  homeostasis  de  los  LDs  y  en  la
incorporación de proteínas en estos orgánulos desde el retículo endoplásmico  (Wang y
Lee, 2012; Ruggiano et al., 2016). Igualmente, la proteína UBXD8 se localiza en los LDs
y en la membrana del ER y forma parte del complejo proteico que regula la degradación
de  proteínas  en  el  ER  (Mueller  et  al.,  2008),  así  como  el  metabolismo  de  lípidos,
bloqueando la conversión de DAG en TAG en células sometidas a restricción de ácidos
grasos (Lee et al., 2010).
Finalmente, y como componente común a los tres proteomas examinados, cabe
mencionar la presencia de la proteína Flotillin-1 (FLOT1) que ha sido localizada en la
membrana plasmática, asociada a dominios lipídicos denominados “lipid rafts” (Browman
et al., 2007). Al igual que en los casos anteriores, además de en la membrana plasmática,
la proteína FLOT1 se ha localizado en LDs de células de mamíferos desde donde pueden
dirigirse a otros compartimentos o estructuras celulares (Browman et al., 2007).
Dentro del grupo de proteínas identificadas en los LDs aislados a partir de hojas
infectadas cabe destacar la presencia de las proteínas α-DOX1, LDAP3 (LD-associated
protein  3) y  ULP/LDIP  (Unknown  Lipid  Droplet  protein/LDAP  interacting  protein,
previamente identificada en LDs de plantas de Arabidopsis (Gidda et al., 2016; Brocard et
al., 2017; Pyc et al., 2017a). Igualmente, entre las proteínas relacionadas con la infección
se encuentran la proteína Aldehído deshidrogenasa 3F1 (ALDH3F1), que participa en el
metabolismo  de  oxilipinas  y  podría  actuar  sobre  los  productos  enzimáticos  de  las
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proteínas  α-DOX1  (Stiti  et  al.,  2011),  y  las  enzimas  CYP71A12,  CYP71A13  y  PAD3
(Phytoalexin  Deficient  3)  que  forman  parte  de  la  ruta  de  síntesis  de  la  fitoalexina
camalexina, que tiene actividad antimicrobiana.
Además,  en los LDs de tejidos infectados se detecta la  presencia  de proteínas
involucradas  en  el  metabolismo  de  lípidos  tales  como  las  enzimas  Gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa, GAPA, GAPB y GPAC, GPAT8 (Glicerol-3-fosfato aciltransferasa
8) y CER10 que participan en la síntesis de TAGs y de componentes de la cutina  (Li-
Beisson et al., 2001; Zheng et al., 2005; Li et al., 2007).
Finalmente,  en  los  proteomas  de  LDs  procedentes  de  hojas  infectadas,  cabe
destacar la identificación de proteínas cuya presencia en la célula está regulada por ABA,
como es  el  caso  de  las  proteínas ABCG40 (ATP binding  cassette  40),  ERD7 (Early
responsive to deshydration 7), ELI3-2 (Elicitor activated gene 3-2), y de las proteínas Rab
RAB1A, RAB7B, RAB2C, RAB18 y RAB21A. La función de las proteínas Rab ha sido
relacionada con el tráfico de vesículas en el interior de la célula  (Rutherford y Moore,
2002; Saito y Ueda, 2009) y, aunque no habían sido detectadas en los LDs de plantas
con anterioridad, se ha descrito la localización de proteínas homólogas en LDs de células
de mamíferos en donde participan en procesos de tráfico intracelular (Li y Yu, 2016; Li et
al., 2017; Zappa et al., 2017).
Además  de  las  proteínas  descritas,  los  proteomas  caracterizados  contienen
proteínas pertenecientes a la membrana plasmática. En este grupo cabe mencionar a las
proteínas PIP2a, PIP1;5 y PIP3 (Plasma membrane intrinsic protein) que actúan como
canales  para  facilitar  la  difusión de agua y otros solutos no cargados a través de la
membrana,  Remorin,  PEN3 (Penetration  3),  SYT (Synaptotagmin),  SYP (Syntaxin  1),
HIR1 (Hypersensitive Induced Reaction 1), HIR2 o HIR4. Estas proteínas, al igual que
FLOT1,  se  encuentran  localizadas  en  microdominios  de  membrana,  en  los  que  la
composición de lípidos difiere de otras regiones  (Qi y  Katagiri,  2012;  Malinsky et  al.,
2013).  La  presencia  de  estas  proteínas  en  los  LDs  apoya  la  participación  de  estos
orgánulos en el  tráfico celular  y sugiere que al  menos una parte de los LDs podrían
interaccionar  con  dominios  de  membrana  específicos  que  participan  en  procesos
relacionados con la activación de la defensa de las plantas.
Finalmente es importante mencionar que una parte de las proteínas identificadas
podrían  no  ser  proteínas  componentes  de  LDs,  si  no  proteínas  que  debido  a  su
abundancia  en los  tejidos  vegetales,  habrían  sido  arrastradas  durante  el  proceso  de
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purificación. Tal es el caso de las proteínas relacionadas con el proceso de fotosíntesis
tales como RBLC (Subunidad grande de la Rubisco), RCA (Rubisco Activasa) y proteínas
que forman parte de los centros de reacción de los fotosistemas (PSBC, PSAF, PSBb,
LHCB4.1,  LHCB5,  PSAD-1,  PSAB,  LHCB6,  LHCB2.2,  PSAA).  Esto  podría  ocurrir
igualmente con algunas de las proteínas descritas anteriormente, por lo que su presencia
como parte de los LDs necesita ser validada.
Expresión transitoria en Nicotiana benthamiana
Con objeto de confirmar los datos proteómicos obtenidos en nuestro trabajo, nos
propusimos examinar la localización celular  de algunos de los componentes proteicos
identificados en los LDs, realizando para ello ensayos de expresión transitoria en plantas
de  Nicotiana benthamiana. En estos ensayos se generaron construcciones quimera en
las regiones codificadoras de las proteínas de interés que se fusionaron en fase al gen
marcador GFP y se expresaron bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la  coliflor.  Las proteínas elegidas para verificar  su localización fueron las
aciltranferasas GPAT4 y GPAT8 implicadas en la síntesis de cutícula (Li et al., 2007), la
proteína adehído deshidrogenasa ALDH3F1,  candidata a catalizar  la  oxidación de los
productos derivados de la actividad α-DOX1 (Stiti et al., 2011), y la proteína PAD3 que
cataliza  una  reacción  clave  en  la  síntesis  de  camalexina  (Schuhegger  et  al.,  2006).
Además, y como proteínas control cuya localización había sido descrita previamente en
los LDs,  se examinaron las proteínas CLO3 y  α-DOX1.  Igualmente,  en estos análisis
examinamos  la  localización  de  la  proteína  LOX1  que  establece  una  interacción
metabólica  con  las  proteínas  α-DOX1  y  CLO3,  pero  que  no  formaba  parte  de  los
proteomas definidos en nuestro trabajo. La infiltración con las cepas de  Agrobacterium
conteniendo las construcciones descritas permitió detectar la fluorescencia derivada de la
expresión  de  las  proteínas  de  fusión  en  la  membrana  plasmática  de  las  células
examinadas. En el caso de las proteínas CLO3:GFP, GPAT4:GFP y LOX1:GFP (Figura
13A y 13B) era posible detectar también fluorescencia en el ER de la célula. Además, y
de interés para nuestros estudios, las proteínas CLO3:GFP y la α-DOX1:GFP aparecían
localizadas en LDs (Figura 13A).
La distribución de la  fluorescencia  asociada a la  expresión de las  proteínas de
fusión preparadas variaba cuando junto a las cepas de Agrobacterium (conteniendo las
72│pág
Resultados
construcciones de interés),  procedimos a coinfiltrar la bacteria  Pseudomonas syringae
B728a, inductora de una respuesta hipersensible de defensa (Figura 13). La utilización de
concentraciones bajas de esta bacteria (10  ufc/mL), nos permitió examinar el posible⁴
cambio de localización de las proteínas examinadas como consecuencia de la formación
de LDs que ocurre en respuesta a la infección bacteriana. La observación de tejidos co-
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Figura  13.  Localización  de  proteínas  de  fusión
fluorescentes  en  hojas  de  Nicotiana  benthamiana. Se
muestran las imágenes correspondientes a la localización de
las proteínas de interés en hojas inoculadas con las cepas de
Agrobacterium conteniendo las construcciones generadas, así
como  en  hojas  inoculadas  además  con  la  bacteria
Pseudomonas  syringae pv.  syringae B728a.  Barra  =  20  μm;
Barra detalle = 2 μm.
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infiltrados  puso  de  manifiesto  una  reducción  generalizada  en  la  intensidad  de  la
fluorescencia  asociada  a  todas  las  construcciones  examinadas.  En  el  caso  de  las
construcciones  GPAT4:GFP,  GPAT8:GFP,  ALDH3F1:GFP  la  inducción  de  la  reacción
hipersensible permitió observar la formación de orgánulos fluorescentes de un tamaño
generalmente  no  superior  a  1,5  μm,  que  corresponderían  a  LDs.  En  el  caso  de
construcciones CLO3:GFP y α-DOX1:GFP la formación de LDs fluorescentes se hizo más
aparente en comparación con la observada en las hojas infiltradas exclusivamente con la
cepa de  Agrobacterium. A diferencia de los resultados descritos, y de acuerdo con los
datos del análisis proteómico, la proteína LOX1:GFP no formaba parte de LDs en ninguna
de las muestras examinadas, independientemente de que la infiltración se realizara solo
con Agrobacterium o con las cepas bacterianas Agrobacterium y Pseudomonas.
Los  resultados  de  estos  análisis  permitieron  validar  los  resultados  del  análisis
proteómico realizado en este trabajo y confirmar la presencia de las proteínas GPAT4,
GPAT8, ALDH3F1, CLO3 y α-DOX1:GFP en LDs.
Una situación distinta y que requiere un estudio adicional se refiere a los resultados
obtenidos en el  análisis  de la  proteína PAD3:GFP,  en la  que la  coinoculación de las
bacterias  Agrobacterium y  Pseudomonas permitió observar la presencia de la proteína
PAD3:GFP en pequeños dominios de aspecto vesicular localizados en el ER de la célula
que  no  llegan  a  formar  LDs  (Figura  13C).  Desconocemos,  por  el  momento,  si  la
localización observada  podría  variar  de  acuerdo  al  nivel  de  expresión de la  proteína
PAD3:GFP o al  tiempo en  el  que  se  realiza  el  análisis,  sin  embargo,  los  resultados
obtenidos  no  nos  permiten  confirmar  la  presencia  de  esta  proteína  en  LDs.  La
localización de las proteína PAD3 así como del resto de las proteínas examinadas, se
determinará en más detalle tras la generación de plantas transgénicas de  Arabidopsis
con sobreexpresión de las proteínas de fusión de interés.
Análisis de dominios transmembrana in silico
Una de las preguntas recurrentes en cuanto a la biología de los LDs es cómo los
componentes  proteicos  de  estos  orgánulos  se  incorporan  y  se  disponen  en  ellos.
Igualmente, esta cuestión es importante para determinar el grado de interacción de las
proteínas  con  estos  orgánulos.  La  ultraestructura  de  los  LDs  impone  restricciones
biofísicas  al  tipo  de  dominios  proteicos  que  pueden  asociarse  con  ellos  (Bersuker  y
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Olzmann, 2017). El núcleo de lípidos neutros de los LDs no favorece la presencia de
dominios hidrofílicos, por lo que aparentemente se encuentra libre de proteínas, que se
localizan principalmente en la monocapa de fosfolípidos que rodea al núcleo (Bersuker y
Olzmann, 2017). En función de la ruta seguida por las proteínas para incorporarse a los
LDs, se pueden distinguir dos clases de proteínas: aquellas que se incorporan a partir del
ER (clase I) y aquellas que lo hacen a través del citosol (clase II) (Kory et al., 2016).
Las proteínas de clase I se encuentran inicialmente insertadas en la membrana del
ER, y se relocalizan posteriormente desde el ER a los LD empleando la continuidad física
entre estos dos tipos de orgánulos. En ausencia de LDs, estas proteínas se encuentran
embebidas en la bicapa del ER y se traslocan a los LDs durante su formación a través de
conexiones con los LDs existentes. Dentro de esta clase cabe mencionar a las proteínas
UBXD8 y GPAT4 de mamíferos y a las oleosinas de plantas  (Kory et al.,  2016). Una
característica habitual de estas proteínas es la presencia de varios residuos de prolina en
la región hidrofóbica conocida como proline-knot. La mutación de esta región en el caso
de  las  oleosinas  no  afecta  a  la  topología  de  estas  proteínas  en  ER,  pero  sí  a  su
localización en los LDs (Abell et al., 1997), aunque la presencia de este motivo no parece
ser un requerimiento necesario para la localización de las proteínas de clase I en los LDs.
Las proteínas de clase II,  se traducen en el  citoplasma,  desde donde se unen
posteriormente  a  la  superficie  de  los  LDs.  Estas  proteínas  contienen  normalmente
secuencias con tendencia a formar hélices anfipáticas o fragmentos cortos de residuos
hidrofóbicos necesarios para la unión a los LDs. A este grupo pertenecen las perilipinas
de mamíferos  (Kory et  al.,  2016).  Se desconoce el  mecanismo que conduce a estas
proteínas hasta los LDs, aunque estos dominios podrían tener la capacidad de “detectar”
determinadas propiedades de la membrana de LDs.
Con objeto de examinar a qué tipo de componentes de los LDs corresponden las
proteínas identificadas en este trabajo, así como de establecer su posible relación con los
mecanismos  de  transporte  a  estos  orgánulos,  se  procedió  a  analizar  los  dominios
transmembrana y la capacidad de estas proteínas para adoptar una conformación de α-
hélice  en  un  ambiente  predominantemente  hidrofóbico.  Para  ello  y  tomando  como
referencia  algunas  de  las  proteínas  previamente  caracterizadas  en  relación  a  su
localización en los LDs, tales como OLE1, CLO3, LDAP y PLIN1 (perilipina de humanos),
se analizaron las secuencias correspondientes a las proteínas α-DOX1, GPAT4, GPAT8,
ALDH3F1, PUX10 y LDIP. Las proteínas OLE1 y CLO3 presentan regiones bien definidas
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de alta hidrofobicidad (Figura 14A) y la presencia del proline-knot que participaría en su
anclaje  a  los  LDs,  probablemente  mediante  la  generación  de horquillas  (Abell  et  al.,
1997). Al igual que éstas, la proteína LDIP muestra varias regiones transmembrana que
indican  que  su  localización  en  LD  podría  originarse  a  partir  del  ER,  y  que  serían
clasificadas  como  proteínas  de  tipo  I  (Figura  14A).  En  este  mismo  grupo  estarían
englobadas  las  proteínas  GPAT4  y  GPAT8  que  presentan  también  varias  regiones
transmembrana (Figura 14A) y cuya localización en el retículo está bien documentada. La
proteína  LDAP muestra  también  una  región  que  probablemente  fijaría  la  proteína  al
núcleo de los LDs, de manera similar a lo que ocurriría con la proteína PUX10 (Figura
14A), aunque en este caso no queda muy claro, por lo que su clasificación en clase I o II
no  puede  ser  asignada.  Por  otro  lado,  las  proteínas  α-DOX1  y  ALDH3F,  contienen
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Figura 14. Análisis in silico de los dominios transmembrana presentes en las proteínas de los LDs. La
presencia de segmentos transmembrana en las proteína seleccionadas se determinó mediante el método de
predicción del software Phobius. Se representa en verde: los dominios transmembrana; en rojo: las regiones no
citoplasmáticas; en azul: regiones citoplasmáticas. El eje x representa los residuos aminoacídicos y el eje y la
probabilidad de que los aminoácidos en ese lugar ocupen la región determinada. A) Proteínas de clase I  B)
Proteínas de clase II. 
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secuencias de menor hidrofobicidad que probablemente no formen horquillas ni regiones
transmembrana (Figura 14B).  No obstante,  estas secuencias hidrofóbicas podrían ser
claves para su localización en LD de manera más superficial, similar a como sucede en
las  perilipinas  de  mamíferos  (PLIN1).  Esto  sugiere  que  estas  proteínas  quedarían
catalogadas dentro de la clase II. Es probable entonces que su traducción tuviera lugar





Los trabajos realizados con objeto de examinar la formación de cuerpos lipídicos en
los tejidos vegetativos de la planta habían puesto de manifiesto la presencia en estos
orgánulos  de los  enzimas  α-DOX1 y  CLO3,  involucrados en la  síntesis  de oxilipinas.
Ambas proteínas se localizan en LDs formados en hojas senescentes, así como durante
la respuesta a la infección del hongo Colletotrichum higginsianum, en donde la actividad
coordinada de ambos enzimas daría lugar a la producción de 2-HOT  (Shimada et al.,
2014). Dado nuestro interés en el estudio de los enzimas  α-DOX y en su papel como
oxigenasas de ácidos grasos iniciando la síntesis de oxilipinas, nos propusimos examinar
la formación de LDs en respuesta a la infección de la bacteria Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 avrRpm1 y durante la senescencia de la planta. La selección de estos
procesos se basaba en resultados anteriores en los que observamos que la expresión del
gen  α-DOX1 se induce en plantas en respuesta a la infección por patógenos biotrofos,
alcanzando altos niveles de actividad durante la inducción de la reacción hipersensible
(HR) de defensa vegetal  (De León et al.,  2002; Hamberg et al.,  2003). Igualmente, la
caracterización  de  los  genes  α-DOX había  puesto  de  manifiesto  la  inducción  de  su
expresión durante el proceso de senescencia  (Obregón et al., 2001; Bannenberg et al.,
2009b). De la misma manera, la caracterización de un segundo gen, α-DOX2, en plantas
de tomate, indicaba que su mutación provocaba importantes alteraciones fenotípicas y
que  por  tanto,  estos  enzimas  participaban  también  en  el  desarrollo  de  la  planta
(Bannenberg et al., 2009b).
El  interés  en  el  estudio  de  los  LDs  y  de  su  función  ha  aumentando
considerablemente en los últimos años debido a los resultados obtenidos por distintos
grupos de investigación, en los que se pone de manifiesto que estos orgánulos están
presentes en diversos tejidos y células de la planta, y que su formación se induce en
respuesta a distintas condiciones de estrés. Estos resultados han ampliado nuestra visión
acerca  de  la  función  de  los  LDs  para  los  que  se  proponía  un  papel  pasivo  como
reservorios  de  lípidos  en  las  semillas  utilizados  como  fuente  de  energía  durante  la
germinación (Welte, 2015). Los trabajos recientes nos han proporcionado nuevos datos
acerca de la estructura, biogénesis y función de los LDs (Chapman et al., 2012; Murphy,
2012; Walther et al., 2017). Además, el desarrollo de nuevos métodos de purificación ha
permitido  obtener  cantidades  suficientes  de  LDs  para  realizar  el  análisis  de  estos
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orgánulos  e  identificar  nuevas proteínas de interés  cuya caracterización contribuirá  a
determinar las funciones realizadas por los LDs en los distintos tejidos y condiciones de
estrés en los que se forman (Bersuker y Olzmann, 2017).
En  un  esfuerzo  por  identificar  nuevos  componentes  en  los  LDs  de  hojas  que
pudieran participar en el metabolismo de oxilipinas y de su papel en la defensa vegetal,
nos  propusimos  en  primer  lugar  examinar  la  formación  de  LDs  en  las  condiciones
mencionadas anteriormente, en las que habíamos observado la inducción de los enzimas
α-DOX: la senescencia y la respuesta a la infección de la bacteria Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 avrRpm1.
El análisis de estos tejidos nos permitió observar la formación progresiva de LDs en
las hojas de la planta en donde alcanzaban altos niveles de acumulación en plantas de 6
semanas  de  crecimiento  (Figura  6).  La  formación  de  LDs  en  hojas  senescentes  se
observaba de forma reproducible en los distintos experimentos realizados,  por lo que
estos tejidos presentaban dos ventajas importantes para iniciar los experimentos dirigidos
a obtener y caracterizar la composición de los LDs: por un lado, la formación de LDs no
requería la aplicación de ningún tratamiento exógeno, y por otro y en relación también al
primero, la cantidad de tejido disponible para proceder a su purificación no era limitante.
Se desconocen las señales o condiciones fisiológicas que disparan la formación de LDs
en tejidos senescentes, aunque se ha propuesto que podría estar relacionado con un
proceso  de  redistribución  (turnover)  de  lípidos  que  tiene  lugar  durante  esta  fase  del
desarrollo vegetal  (Schippers et al.,  2015). Durante la senescencia, el nivel  de ácidos
grasos  que  existe  en  las  hojas  disminuye  hasta  un  80%  (Yang  y  Ohlrogge,  2009;
Troncoso-Ponce et al., 2013), de manera que la síntesis de lípidos se reduce a la vez que
aumenta  la  β-oxidación en  los  peroxisomas  (Christiansen  y  Gregersen,  2014).  La
acumulación de LDs durante esta fase del desarrollo podría ser, por tanto, consecuencia
del incremento en el nivel de TAGs procedentes de las membranas celulares que tiene
lugar en las hojas senescentes (Kaup et al., 2002; Troncoso-Ponce et al., 2013). 
A diferencia de los resultados en los tejidos senescentes, en los que la formación de
LDs  había  sido  descrita  con  anterioridad  a  este  trabajo  (Bouvier-Navé  et  al.,  2010;
Shimada y Hara-Nishimura,  2015),  nuestro estudio  representa la  primera observación
acerca de la formación de LDs durante el proceso de infección con Pst DC3000 avrRpm1,
así como los primeros análisis en los que se ha procedido a purificar y caracterizar estos
orgánulos a partir de tejidos sometidos a condiciones de estrés. La formación de LDs
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había sido descrita en plantas durante las respuestas a estrés abiótico tales como calor y
frío (Gidda et al., 2016), así como al tratamiento por compuestos fúngicos y a la infección
de  C.  higginsianum (Coca  y  San  Segundo,  2010;  Shimada  et  al.,  2014) aunque  en
ninguno de los casos descritos se había procedido a realizar la purificación y analizar la
composición proteica de estos orgánulos. En nuestro trabajo, la formación de LDs en
respuesta  a  la  infección  de  la  bacteria  Pst DC3000  avrRpm1,  aumenta  de  forma
progresiva a medida que se establece la infección (Figura 7), llegando a alcanzar a las 72
h de infección niveles próximos a los observados en las hojas senescentes (Figura 9C).
Al igual que en la senescencia, se desconocen las señales o procesos celulares
que disparan la formación de LDs en respuesta a la infección de patógenos. Es posible
que la formación de estos orgánulos sea consecuencia o esté asociada al daño celular
que acompaña a la formación de la HR y en general a la formación de síntomas en las
hojas infectadas, tanto por la bacteria examinada en este estudio, como por cualquier otro
tipo de patógenos. De hecho, la senescencia de la hoja implica también un proceso de
daño celular (Lim et al., 2007) que podría compartir con la respuesta a la infección de
patógenos, al menos parte de los mecanismos utilizados por las células de la planta para
regular  este  proceso  de  forma  controlada  y  progresiva.  La  existencia  de  un  cierto
solapamiento entre los programas de senescencia y la respuesta a patógenos ha sido
puesto de manifiesto en estudios anteriores  (Quirino et al.,  1999; Quirino et al.,  2000;
Robatzek y Somssich, 2002; Lim et al., 2007).
Se sabe, además, que el contenido en ácidos grasos libres en las células aumenta
como consecuencia de la infección para permitir la generación de los derivados lipídicos
que actúan como moléculas señalizadoras y/o compuestos de defensa.  El exceso de
ácidos grasos libres podría participar, por tanto, como señal para activar la formación de
LDs que podrían jugar funciones diversas en la defensa vegetal.
La acumulación de ácidos grasos en los LDs podría conferir a estos orgánulos un
papel antioxidante, tal y como ha sido demostrado en las células de glía de Drosophila,
en las que los LDs actúan limitando los niveles de ROS (Bailey et al., 2015). Así, los LDs
producidos  durante  la  respuesta  de  las  plantas  a  la  infección  de  patógenos  se
comportarían  como  sumideros  de  ROS  para  controlar  el  impacto  negativo  de  estos
compuestos,  evitando la formación de lesiones  (Lamb y Dixon,  1997;  Vellosillo  et  al.,
2010) y aprovechando los efectos beneficiosos asociados a la producción controlada de
ROS entre los que se incluyen la muerte directa del patógeno, la activación de la HR o el
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reforzamiento de la pared celular  (Vellosillo et al., 2010). Los LDs formados durante la
infección podrían contribuir, igualmente, a limitar la peroxidación de lípidos asociada a la
generación de ROS (Ayala et al., 2014).
La formación de LDs en las respuestas examinadas nos permitió seleccionar los
tiempos,  las  condiciones de  crecimiento  y  los  tejidos  adecuados para  proceder  a  su
purificación. El método establecido en este trabajo ha facilitado el aislamiento de LDs a
partir  de tejidos vegetativos, tanto a partir  de hojas de plantas senescentes, como de
hojas procedentes de plantas infectadas con la bacteria  Pst DC3000  avrRpm1.  A este
objeto hemos utilizado un protocolo que emplea gradientes discontinuos de densidad,
basándonos en los utilizados para la obtención de LDs a partir de semillas  (Murphy y
Cummins,  1989;  Tzen et  al.,  1997).  La  puesta  a punto del  protocolo  empleado y las
pruebas realizadas nos han permitido obtener suficientes LDs sin necesidad de emplear
grandes  cantidades  de  tejido  como  material  de  partida  (Figura  9A).  Además,  la
incorporación de un análisis mediante técnicas de citometría ha posibilitado el examen de
la naturaleza y homogeneidad de las muestras preparadas, así como la estimación de la
cantidad de LDs purificados a partir  de una cantidad dada de tejido. El procedimiento
establecido nos ha permitido aislar de forma reproducible LDs a partir de hojas de plantas
senescentes  de 6  semanas de edad y de plantas de 4  semanas infectadas con  Pst
DC3000 avrRpm1 a 24 hpi y 72 hpi (Figuras 9 y 11).
El estudio de los LDs formados en células de mamíferos indica la existencia de
diferentes  subpoblaciones  de  LDs,  que  se  diferencian  entre  sí  en  su  tamaño,  en  su
contenido proteico y en la función que realizan (Zhang et al., 2016). En nuestros ensayos,
las muestras de LDs purificadas presentan un aspecto y un tamaño homogéneo, aunque
no podemos descartar que existan diferencias entre ellas que no sean apreciables en los
análisis citométricos realizados. Igualmente, tampoco podemos descartar que dentro de
los  LDs  purificados  pudieran  existir  LDs  con  distintas  características  tanto  en  su
composición, como en su función o actividad. De hecho, en las muestras purificadas a
partir de hojas de 72 hpi es posible observar una pequeña dispersión en el tamaño de los
LDs,  aunque  no  llegan  a  distinguirse  distintas  poblaciones  con  tamaños  claramente
diferenciados (Figura 10A). Independientemente de estas consideraciones, la citometría
de flujo nos ha permitido examinar de forma rápida y reproducible las fracciones de LDs
obtenidas en nuestro estudio.
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El análisis proteómico de los LDs obtenidos ha permitido determinar el proteoma de
estos  orgánulos  y  evaluar  su  funcionalidad  en  base  a  su  composición  proteica.  La
comparación  de  los  proteomas  caracterizados  pone  de  manifiesto  la  ausencia  de
coincidencias con las proteínas presentes en los LDs de las semillas (Jolivet et al., 2004;
Vermachova et al.,  2011) (Tabla IV) lo que refuerza la idea que propone la diversidad
funcional  de  los  LDs  generados  en  distintos  tejidos  de  la  planta.  Por  otro  lado,  los
proteomas definidos en nuestro trabajo comparten entre si  un  ~50% de su contenido
proteico,  lo  que indica que al  menos una parte de las funciones que realizan serían
comunes a ambos tipos de LDs (Figura 12A)
En los proteomas caracterizados, la proteína CLO3 aparece con mayor puntuación
y número de péptidos que el resto de las proteínas identificadas, lo que posiblemente sea
un reflejo de la abundancia y estabilidad, así como de la importancia de esta proteínas en
el  mantenimiento de la  estructura de los LDs.  Junto a la  proteína CLO3,  la  proteína
LDAP1  aparece  como  una  de  las  proteínas  mayoritarias  en  los  tres  proteomas
caracterizados  en  nuestro  trabajo.  Ambas  proteínas,  CLO3  y  LDAP1,  habían  sido
identificadas anteriormente como las  proteínas más abundantes de los  LDs de hojas
senescentes,  en  los  que  llegaban  a  constituir  el  70% de  la  proteína  total  de  estos
orgánulos (Brocard et al., 2017). En este punto cabe resaltar que la comparación de los
proteomas correspondientes a los LDs de hojas senescentes en nuestro trabajo y en el
trabajo publicado por Brocard et al., (2017) muestra un nivel de solapamiento del 4,2%
compartiendo únicamente 3 de las proteínas identificadas (CLO3, LDAP1 y ULP/LDIP)
(Tabla IV). Estos resultados contrastan con el hecho de que en ambos estudios se utilizan
hojas  de  plantas  senescentes  de 6  semanas  de  desarrollo,  sin  embargo  las  plantas
utilizadas  por  Brocard  et  al.,  (2017)  presentan  un  aspecto  estresado,  de  coloración
amarillenta y rojiza, mientras que en nuestro estudio las plantas no han comenzado a
perder  clorofila.  Estos  resultados  sugieren  que  las  diferencias  en  el  estado  de
senescencia de los tejidos examinados pueden provocar diferencias importantes en la
composición proteica de los LDs y que estos orgánulos podrían experimentar, por tanto,
cambios  importantes  a  lo  largo  del  proceso  de  senescencia.  Esta  conclusión  podría
hacerse extensiva a los LDs que se forman en respuesta a la infección bacteriana cuyas




Los resultados descritos apoyan la idea generalizada de que los LDs son orgánulos
dinámicos  cuya  composición  varía  a  lo  largo  de  su  desarrollo.  Por  otro  lado,  la
caracterización  de  los  LDs  en  otros  organismos  ha  demostrado  su  participación  en
procesos  de  transporte  de proteínas,  así  como su  interacción  con  otros  orgánulos  y
estructuras celulares durante la realización de su función  (Kohlwein et al., 2013; Gao y
Goodman,  2015;  Barbosa  y  Siniossoglou,  2017;  Schuldiner  y  Bohnert,  2017).  Esta
circunstancia  da  lugar  a  que  los  proteomas  identificados  en  los  LDs  de  distintos
organismos contengan proteínas procedentes de otros orgánulos celulares tales como
mitocondrias,  vacuolas,  peroxisomas,  etc.  (Nguyen et  al.,  2011).  Un ejemplo  de esta
situación es la proteína SDP1, presente en LDs como consecuencia de la interacción de
éstos con los peroxisomas  (Eastmond, 2006; Thazar-Poulot et al., 2015). Es por tanto,
frecuente, que alguna de las proteínas identificadas en los LDs esté también presente en
otros orgánulos y que su localización en la célula varíe de acuerdo a las condiciones
examinadas.  Esta  circunstancia  hace  imprescindible  realizar  experimentos  adicionales
para validar la localización de las proteínas en los LDs, y examinar la dinámica de dichas
proteínas entre distintos orgánulos o estructuras celulares.
En este sentido cabe proponer que la identificación en los LDs de componentes de
membrana  tales  como las  proteínas  PIP (Plasma membrane  Intrinsic  Protein)  podría
reflejar la participación de estos orgánulos en procesos de tráfico de proteínas. De hecho,
la presencia de aquoporinas pertenecientes al tonoplasto (TIP3.2) en los LDs de semillas
ha  sido  documentada  (Jolivet  et  al.,  2004).  Las  proteínas  PIP constituyen  proteínas
integrales de membrana que alcanzan su destino mediante la ruta secretora clásica (ruta
anterógrada  ER-Golgi)  (Hachez  et  al.,  2013;  Chevalier  y  Chaumont,  2015).  Estas
proteínas se insertan co-traduccionalmente en la membrana del retículo, desde donde
son  transportadas  a  la  membrana.  Se  ha  propuesto  que  algunas  de  las  proteínas
presentes en el ER podrían ser secretadas a través de puentes ER-LDs, que otorgan a
estos orgánulos una continuidad real, y por tanto la posibilidad de intercambiar material
(Kory  et  al.,  2016).  Diferentes  proteínas  de  la  fracción  microsomal,  como  PAD3
(Schuhegger et al., 2006), sintaxinas (SYP121, SYP122), proteínas SNARE (Hachez et
al., 2014) y proteínas Rab podrían ser transportadas a través de esta ruta alternativa a la
vía de secreción clásica con la intervención de los LDs. Dado el proceso de biogénesis,
los  LDs  podrían  desplazarse  desde  el  ER  hasta  la  membrana  plasmática,  lo  que
explicaría la presencia de proteínas de membrana en los LDs caracterizados.
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De  acuerdo  a  esta  propuesta,  cabe  mencionar  que  numerosas  proteínas  de
membrana han sido detectadas en otros proteomas de LDs (Brocard et al., 2017), junto a
proteínas implicadas en transporte intracelular. Un ejemplo a este respecto lo constituyen
dos  proteínas  del  sistema  SNARE  detectadas  también  en  otros  proteomas  de  LDs
(Brocard et al., 2017; AT4G04910 y AT3G56190). De hecho, en células de mamífero se
ha propuesto que proteínas SNARE específicas pueden transitar  desde la  membrana
plasmática o endosomas a los LDs, en donde juegan un papel relevante en el crecimiento
de esto orgánulos (Boström et al., 2007). De la misma manera, la presencia de ATPasas
del  tonoplasto  en  los  LDs  puede  ser  consecuencia  del  contacto  entre  los  LDs y  las
vacuolas tal y como ocurre en levaduras, en las que los LDs pueden ser dirigidos a las
vacuolas  para  su degradación  mediante  un proceso de  microautofagia  (Vevea  et  al.,
2015).
En relación a este punto hay que mencionar la conexión de las proteínas Rab con el
tráfico intracelular.  Esta familia  de proteínas participa en la formación y transporte de
vesículas, así como en el reconocimiento y fusión de membranas  (Rutherford y Moore,
2002;  Woollard y Moore,  2008).  Al  igual que en nuestros proteomas, la presencia de
proteínas Rab en LDs ha sido documentada con anterioridad (Yang et al., 2012b; Li y Yu,
2016; Li et al., 2017; Zappa et al., 2017).
Teniendo  en  consideración  todo  lo  anterior,  el  análisis  de  los  proteomas
caracterizados en este trabajo apoya el papel de los LDs en el tráfico intracelular y el
transporte  a  través  de  la  membrana.  Igualmente,  la  composición  de  los  proteomas
caracterizados sustenta la participación de los LDs en la respuesta de las plantas a estrés
y estímulos bióticos y abióticos.
Al contrario de lo que sucede con las proteínas de membrana, la comparación de
los proteomas caracterizados en nuestro estudio con otros proteomas de LDs pone de
manifiesto la ausencia de proteínas pertenecientes a los plastoglóbulos (Ytterberg et al.,
2006; Bréhélin y Nacir, 2013) (Tabla IV). Estos orgánulos, denominados también como
cuerpos lipídicos de plastidios, son similares a los LDs citosólicos, y suelen encontrarse
en las proximidades de las membranas tilacoidales. De hecho, a menudo representan un
problema en el estudio de los proteomas de LDs de plantas, ya que por la similitud de sus
características físicas pueden ser copurificados con los LDs citoplasmáticos (Besagni et
al., 2011; Lundquist et al., 2012b). Por ello, algunos estudios eliminan de los resultados
proteómicos las proteínas correspondientes a estos LDs (Brocard et al., 2017).
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En nuestro trabajo hemos podido confirmar la presencia de las proteínas GPAT4,
GPAT8 y ALDH3F1 en los LDs de Nicotiana benthamiana mediante expresión transitoria,
así como de las proteínas  α-DOX1 y CLO3, cuya presencia en los LDs de  Arabidopsis
había sido demostrada anteriormente  (Aubert et al., 2010; Shimada et al., 2014). Estos
resultados apoyan la validez de los datos proteómicos obtenidos en nuestro estudio. La
obtención  y  caracterización  de  plantas  transgénicas  que  expresen  las  proteínas  de
interés bajo el  control  de sus correspondientes promotores nos permitirá examinar en
mayor detalle el movimiento de estas proteínas y su localización en distintas condiciones
y tejidos de la planta.
La  presencia  de  enzimas  aciltransferasas  como  GPAT4  y  GPAT8  puede  tener
importantes implicaciones en la función de los LDs formados en los tejidos vegetativos de
la planta. Estas proteínas, que se localizan principalmente en el retículo endoplásmico,
participan en la síntesis de TAGs y de los monómeros de cutina, un poliéster insoluble de
hidroxiácidos  grasos  de  cadena  larga,  que  constituye  el  principal  componente  de  la
cutícula  de las  plantas  (Li  et  al.,  2007).  El  estudio  de estas  estructuras  celulares ha
permitido identificar algunos de los genes que participan en la síntesis de los monómeros
que  la  integran,  en  su  transporte,  en  la  polimerización  de  los  monómeros  y  en  los
mecanismos de regulación que controlan la síntesis de estos polímeros  (Pollard et al.,
2008;  Yeats  y  Rose,  2013;  Domínguez  et  al.,  2015).  Los  monómeros  de  cutina  se
transportan desde el ER a través de la membrana plasmática y la pared celular hasta la
zona en la que ocurre su polimerización. Se desconoce el mecanismo empleado por las
células para llevar a cabo este transporte, aunque en algunos modelos se han propuesto
que los  lípidos  serían dirigidos directamente desde el  ER a la  membrana plasmática
mediante sitios de contacto entre ambas estructuras  (Pollard et al.,  2008) (Figura 15).
Nuestros resultados permiten proponer la participación de los LDs en este proceso. Esta
idea había sido propuesta con anterioridad y en ella los LDs estarían implicados en el
transporte de monómeros de MAG hasta la membrana plasmática  (Pollard et al., 2008;
Bernard y Joubès, 2013) (Figura 15). A favor de esta hipótesis estaría la naturaleza propia
de los LDs que al contener un núcleo de TAGs podría albergar fácilmente compuestos
hidrófobos que tendrían dificultades para atravesar un medio acuoso como es el citosol
de la célula. Se ha descrito la participación de transportadores de tipo ABC tales como
ABCG11, ABCG13 y ABCG32 en el transporte de monómeros de cutina al exterior de la
membrana  plasmática  (Yeats  y  Rose,  2013).  Aunque  ninguno  de  ellos  se  encuentra
presente  en  los  proteomas  caracterizados  en  nuestro  estudio,  cabe  mencionar  la
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presencia de los transportadores ABCG40 (detectado en los proteomas de las plantas de
72  hpi)  y  PEN3/ABCG36.  El  transportador  ABCG40  ha  sido  caracterizado  como  un
transportador de ABA (Jarzyniak y Jasiński, 2014), mientras que PEN3/ABCG36 participa
en la resistencia basal (Stein et al., 2006). Además de las enzimas GPAT4 y GPAT8, en
los  proteomas  caracterizados  encontramos  la  presencia  de  otra  proteína,  CER10,
relacionada también  con la  cutina,  que  corresponde a  una enoil-CoA reductasa (que
forma parte del complejo proteico FAE, Fatty Acid Elongasa) que participa en la síntesis
de ácidos grasos de cadena larga (VLCFA)  (Yeats y Rose, 2013), cuyo papel en LDs
quedaría por determinar.
El análisis proteómico de los LDs llevado a cabo en este trabajo pone de manifiesto
la presencia de proteínas específicas en dichos orgánulos entre las que se incluyen las
proteínas α-DOX1 y CLO3 cuya localización en LDs había sido previamente identificada
(Aubert et al., 2010; Shimada et al., 2014). La caracterización funcional de estas enzimas
en  plantas  de  Arabidopsis había  puesto  de  manifiesto  que  el  producto  de  ambas
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Figura 15. Posibles mecanismos y localización celular del ensambleje de cutina y
suberina. Se muestran  algunas de las  hipótesis  actuales para  los  mecanismos de
exportación de los monómeros al exterior celular. a) Directamente gracias a un dominio
de unión entre el ER y la membrana plasmática. b) Mediante proteínas transportadoras
citoplasmáticas. c) Mediante "partículas osmofílicas" que podrían corresponderse con
LDs. d) Secreción mediada por el complejo de Golgi. Tomado de Pollard et al., 2008.
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actividades, la oxilipina 2-HOT tiene actividad antifúngica frente al hongo Colletotrichum
inductor de la formación de cuerpos lipídicos (Shimada et al., 2014). Estudios anteriores a
este  trabajo  indicaban que  el  2-HOT no  muestra  actividad  antimicrobiana  cuando  se
incuba en presencia de otros patógenos (Hamberg et al., 2003; Prost et al., 2005), por lo
que la actividad in vivo de esta oxilipina no ha sido establecida de manera definitiva. En
este sentido cabe mencionar que el análisis de plantas transgénicas con niveles alterados
de actividad  α-DOX1 en  Arabidopsis no ejerce cambios importantes en el crecimiento
bacteriano (De León et al., 2002).
A diferencia de lo que ocurre en los LDs de células animales, en nuestro trabajo no
hemos detectado la presencia de lipoxigenasas en los LDs caracterizados. Igualmente,
tampoco hemos observado la localización de la proteína LOX1 en LDs tras su expresión
transitoria  en  plantas  de  Nicotiana  benthamiana.  De  hecho,  y  a  excepción  de  una
aldehído  deshidrogenasa  ALDH3F1  que  podría  actuar  sobre  los  derivados  lipídicos
producidos por la acción de la enzima α-DOX1 (Figura 16), en los LDs examinados no
hemos detectado la presencia de otras proteínas que pudieran participar en la síntesis de
oxilipinas. Por ello, y aunque proteínas tales como citocromos, de función desconocida
hasta el momento, pudieran intervenir en procesos relacionados con la síntesis de estos
derivados lipídicos, los resultados obtenidos en este estudio indican que la participación
de los LDs en la síntesis de oxilipinas sería menos relevante que la asignada a los LDs
caracterizados  en  mamíferos.  Existe,  sin  embargo,  la  posibilidad  de  que  los  LDs
formados en otras condiciones o en respuesta a otros estímulos pudieran intervenir en
este procesos y que, por tanto, los LDs formados en la planta podrían realizar funciones




Figura 16. Modelo de acción propuesto para ALDH3F1 en el metabolismo de oxilipinas. Un
ácido  graso  insaturado  de  cadena  larga  como  el  linolénico  es  transformado  a  ácido
hidroperoxilinolénico  (2-HPOT)  por acción  de  α-DOX1,  el  cual  al  ser  inestable  puede derivar  a
heptadecatrienal de forma espontánea (decarboxilación) o bien ser convertido a 2-HOT gracias a la
acción de CLO3 (Shimada et al., 2014). El aldehído se transformaría en un ácido carboxílico de un





1. La formación de cuerpos lipídicos en hojas de  Arabidopsis se induce durante la
senescencia  de  la  planta  y  en  hojas  jóvenes  en  respuesta  a  la  infección  con
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 avrRpm1.
2. El  establecimiento  de  un  método  de  purificación  nos  ha  permitido  obtener
fracciones  de  LDs  a  partir  de  estos  tejidos,  que  han  sido  analizados  mediante
microscopía, citometría de flujo y espectrometría de masas.
3. Los LDs obtenidos presentan un aspecto homogéneo cuyo tamaño oscila entre 1
y 1,5 µm. La tinción de las muestras con el colorante específico de LDs BODIPY puso
de manifiesto la pureza de las fracciones de LDs caracterizadas.
4. La  cuantificación  de  LDs  en  las  muestras  obtenidas  nos  permitió  estimar  el
rendimiento del protocolo empleado en ~500 LDs/mg en hojas infectadas durante 24
h,  ~1500  LDs/mg  en  hojas  infectadas  durante  72  h  y  ~1700  LDs/mg  en  hojas
senescentes.
5. La  determinación  del  proteoma  de  los  LDs  caracterizados  permitió  definir  la
presencia de 72 proteínas en los LDs de hojas senescentes y de 70 y 81 proteínas en
las  muestras  de  LDs  procedentes  de  tejidos  infectados  durante  24  y  72  horas,
respectivamente.
6. Las proteínas de los LDs caracterizados no coinciden con las identificadas en los
LDs  de  semillas  y  apoyan  la  participación  de  los  LDs  examinados  en  procesos
distintos  a  los  atribuidos  a  los  LDs  de  semillas  en  donde  se  utilizan  para  el




7. Los  proteomas  caracterizados  comparten  alrededor  del  50%  de  su  contenido
proteico, y apoyan la participación de estos orgánulos en funciones comunes en cada
uno de los tejidos examinados, así como de funciones específicas en cada caso.
8. El  análisis  de  las  proteínas  presentes  en  los  proteomas  caracterizados  en
comparación con el proteoma completo de Arabidopsis, muestran un enriquecimiento
en proteínas relacionadas con el tráfico intracelular, y en la respuesta de las plantas a
diferentes tipos de estrés biótico y abiótico.
9. Entre las proteínas identificadas, la expresión transitoria de proteínas de fusión a
GFP en plantas de Nicotiana benthamiana nos ha permitido confirmar la localización
de las proteínas GPAT4, GPAT8,  ALDH3F1,  α-DOX1 y CLO3 en cuerpos lipídicos
formados durante la infección de la bacteria  Pseudomonas syringae pv.  syringae. A
diferencia  de  estos  resultados,  la  proteína  PAD3:GFP,  aparece  distribuida  en  la
membrana plasmática y en el retículo endoplásmico formando pequeñas vesículas.
10. La naturaleza de las proteínas identificadas sugieren la participación de los LDs
en la modificación de los lípidos de membrana y/o de los polímeros lipídicos que
cubren la superficie de la hoja, así como en el transporte de proteínas desde el ER
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Tabla S1.  Proteoma de LDs de hojas senescentes






péptidosR1 R2 R3 R1 R2 R3
1 O22788 AT2G33380 Responsive to desiccation 20 (RD20/CLO3) 2282 1974 1366 5622 1874,0 13 10 8 10,33
2 Q9M0N1 AT4G10790 UBX domain-containing protein/PUX10 920 587 1080 2587 862,3 10 8 13 10,33
3 Q9FYF7 AT1G67360 LD-associated protein 1 (LDAP1) 946 719 564 2229 743,0 10 10 8 9,33
4 P31414 AT1G15690 Pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump 1 (AVP1) 635 636 833 2104 701,3 11 12 13 12,00
5 Q07473 AT5G01530 Light harvesting complex photosystem II (LHCB4.1) 579 755 179 1513 504,3 4 4 3 3,67
6 Q9LMM0 AT1G01610 Glycerol-3-phosphate sn-2-acyltransferase 4 (GPAT4) 549 257 685 1491 497,0 13 8 13 11,33
7 A8MRW1 AT2G45960 Plasma membrane intrinsic protein 1b (PIP1b) 582 481 411 1474 491,3 6 6 6 6,00
8 P61837 AT3G61430 Plasma membrane intrinsic protein 1a (PIP1a) 490 496 386 1372 457,3 6 6 6 6,00
9 Q9XF89 AT4G10340 Light harvesting complex of photosystem II 5 (LHCB5) 413 495 197 1105 368,3 7 8 6 7,00
10 P56777 ATCG00680 Photosystem II reaction center protein b (PSBb) 439 474 183 1096 365,3 8 8 5 7,00
11 Q39196 AT4G00430 Plasma membrane intrinsic protein 1;4 (PIP1;4) 321 471 284 1076 358,7 5 6 5 5,33
12 Q8W4S4 AT4G39080 Vacuolar proton ATPase A3 (VHA-A3) 466 403 202 1071 357,0 11 10 5 8,67
13 P17745 AT4G20360 Rab GTPase homolog E1b (RABE1b) 387 491 138 1016 338,7 5 8 2 5,00
14 O03042 ATCG00490 Large subunit of RuBisCO (RBCL) 408 91 513 1012 337,3 12 2 12 8,67
15 Q08733 AT1G01620 Plasma membrane intrinsic protein 1c (PIP1c) 351 369 276 996 332,0 5 5 5 5,00
16 P56778 ATCG00280 Photosystem II reaction center protein c (PSBc) 278 516 192 986 328,7 5 7 5 5,67
17 P43286 AT3G53420 Plasma membrane intrinsic protein 2a (PIP2a) 271 383 322 976 325,3 6 6 6 6,00
18 F4JIM7 AT4G21150 Hapless 6 (HAP6) 426 325 203 954 318,0 9 9 7 8,33
19 Q9XIE2 AT1G59870 Penetration 3 (PEN3) 306 430 147 883 294,3 11 15 4 10,00
20 Q944K2 AT5G66680 Defective glycosylation (DGL1) 324 379 169 872 290,7 9 9 6 8,00
21 Q9LKR3 AT5G28540 Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 37a (BIP1) 348 448 56 852 284,0 9 10 2 7,00
22 Q9SVR1 AT4G13160 DUF593 (protein of unknown function/Zein-binding protein 379 169 298 846 282,0 6 3 4 4,33
23 P56771 ATCG00540 Photosynthetic electron transfer A (PETA) 269 302 257 828 276,0 9 7 5 7,00
24 Q9S7H1 AT4G02770 Photosystem I subunit D-1 (PSAD-1) 313 311 201 825 275,0 6 6 6 6,00
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péptidosR1 R2 R3 R1 R2 R3
25 P83755 ATCG00020 Photosystem II reaction center protein A (PSBA) 284 351 187 822 274,0 6 5 6 5,67
26 Q9C8G5 AT1G30360 Early-responsive to dehydration 4 (ERD4) 263 336 209 808 269,3 8 11 5 8,00
27 Q9SRH6 AT3G01290 Hypersensitive induced reaction 2 (HIR4) 210 387 199 796 265,3 5 8 6 6,33
28 O23654 AT1G78900 Vacuolar ATP synthase subunit A (VHA-A) 366 325 88 779 259,7 9 10 2 7,00
29 Q9CAR7 AT1G69840 Hypersensitive induced reaction 1 (ATHIR1) 208 342 225 775 258,3 5 7 6 6,00
30 P56761 ATCG00270 Photosystem II reaction center protein D (PSBD) 330 294 143 767 255,7 4 5 2 3,67
31 Q9STF2 AT3G46780 Plastid transcriptionally active 16 (PTAC16) 318 298 124 740 246,7 9 8 4 7,00
32 F4K873 AT5G14740 Carbonic anhydrase 2 (CA2) 257 222 231 710 236,7 4 5 5 4,67
33 P56767 ATCG00340 Photosystem I P700 chlorophyll A apoprotein A2 (PSAB) 303 220 186 709 236,3 5 4 6 5,00
34 F4IFM6 AT2G20990 Synaptotagmin A (SYTA) 205 346 139 690 230,0 5 7 5 5,67
35 Q8LAA6 AT4G23400 Plasma membrane intrinsic protein 1;5 (PIP1;5) 235 243 161 639 213,0 5 4 2 3,67
36 Q9LMQ2 AT1G15820 Light harvesting complex photosystem II subunit 6 (LHCB6) 236 241 142 619 206,3 3 4 3 3,33
37 F4IVZ7 AT2G39730 Rubisco activase (RCA) 265 204 116 585 195,0 5 5 5 5,00
38 P0DH99 AT1G07940 GTP binding elongation factor Tu family protein 191 277 88 556 185,3 5 4 2 3,67
39 Q9FFC9 AT5G16550 Unknown lipid droplet protein/Lipid Droplet Interacting Protein (LDIP) 221 143 185 549 183,0 4 2 3 3,00
40 P93004 AT4G35100 Plasma membrane intrinsic protein 3 (PIP3) 233 166 132 531 177,0 3 3 2 2,67
41 P56757 ATCG00120 ATP synthase subunit alpha (ATPa) 252 189 90 531 177,0 9 8 3 6,67
43 Q9SHC8 AT2G45140 Plant VAP homolog 12 (PVA12) 196 225 84 505 168,3 3 4 2 3,00
44 Q9CAX6 AT3G11510 Ribosomal protein S11 family protein 189 219 97 505 168,3 3 3 3 3,00
42 P0CJ48 AT1G29920 Chlorophyll a/b-binding protein 2 (CAB2) 130 178 197 505 168,3 4 4 4 4,00
45 Q9S831 AT4G28750 PSA e1 knockout (PSAe-1) 176 158 146 480 160,0 3 3 2 2,67
46 Q9S7J7 AT2G05070 Photosystem II light harvesting complex gene 2.2 (LHCB2.2) 105 158 212 475 158,3 4 4 4 4,00
47 P27521 AT3G47470 Light-harvesting chlorophyll-protein complex I subunit A4 (LHCA4) 243 97 126 466 155,3 5 2 2 3,00
48 P56766 ATCG00350 Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1 (PSAA) 170 193 100 463 154,3 7 6 4 5,67
49 P19366 ATCG00480 ATP synthase subunit beta (PB) 137 197 101 435 145,0 3 6 3 4,00
50 P31167 AT3G08580 ADP/ATP carrier 1 (AAC1) 101 157 137 395 131,7 4 6 6 5,33
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péptidosR1 R2 R3 R1 R2 R3
51 P25857 AT1G42970 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase b subunit (GAPB) 96 131 168 395 131,7 4 4 7 5,00
52 Q9FM19 AT5G62740 Hypersensitive-induced response protein 1 (HIR1) 92 144 155 391 130,3 3 4 4 3,67
53 P25856 AT3G26650 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase a subunit (GAPA) 95 174 107 376 125,3 2 5 5 4,00
54 Q8L636 AT1G53210 Na+/Ca2+ exchanger (NCL) 133 126 113 372 124,0 3 2 2 2,33
55 Q9SUI4 AT4G12800 Photosystem I subunit L (PSAL) 125 153 83 361 120,3 3 2 2 2,33
56 Q9SEL6 AT5G39510 Shoot gravitropsim 4 (SGR4) 111 116 113 340 113,3 2 2 2 2,00
57 Q501E6 AT5G25250 Flotillin 1 (FLOT1) 119 133 84 336 112,0 4 4 3 3,67
58 Q9ZSD4 AT3G11820 Syntaxin of plants 121 (SYP121) 113 137 66 316 105,3 3 5 2 3,33
59 O04309 AT3G16470 Jasmonate responsive 1 (JR1) 107 129 74 310 103,3 3 2 2 2,33
60 Q9LTL0 AT3G26290 Cytochrome P450, family 71, subfamily b, polypeptide 26 (CYP71B26) 107 126 71 304 101,3 2 3 2 2,33
61 Q9M2D8 AT3G61260 Remorin family protein 55 144 95 294 98,0 2 5 3 3,33
62 Q9ZQ87 AT2G03510 SPFH/Band 7/PHB domain containig membrane-associated protein family 126 86 81 293 97,7 3 3 3 3,00
63 P93014 AT2G33800 Scabra 1 (SCA1) 151 84 57 292 97,3 4 2 2 2,67
64 Q42139 AT4G32260 Pigment defective 334 (PDE334) 79 157 55 291 97,0 3 4 2 3,00
65 P56759 ATCG00130 ATPase family F subunit (ATPF) 91 107 61 259 86,3 3 4 2 3,00
66 F4I1B4 AT1G22280 Phytochrome-associated protein phosphatase type 2c (PAPP2c) 67 94 93 254 84,7 2 2 3 2,33
67 Q9SHE8 AT1G31330 Photosystem I subunit F (PSAF) 86 106 60 252 84,0 3 3 2 2,67
68 F4JXE8 AT5G59960 K-stimulated pyrophosphate-energized sodium pump protein 102 92 56 250 83,3 4 4 2 3,33
69 Q94CE4 AT1G70410 Beta carbonic anhydrase 4 (BCA4) 76 80 88 244 81,3 2 2 3 2,33
70 Q9LJG3 AT3G14210 Epithiospecifier modifier 1 (ESM1) 93 87 59 239 79,7 2 3 2 2,33
71 Q8VZ95 AT3G60600 VAMP/synaptobrevin-associated protein 27-1 (VAP27-1) 90 66 50 206 68,7 3 2 2 2,33
72 Q9SDS7 AT1G12840 De-etiolated 3 (det3) 81 59 59 199 66,3 2 3 3 2,67
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péptidosR1 R2 R3 R1 R2 R3
1 O22788 AT2G33380 Responsive to desiccation 20 (RD20/CLO3) 1576 1409 1040 4025 1341,7 9 10 8 9,00
2 Q9M0N1 AT4G10790 UBX domain-containing protein/PUX10 858 1229 1647 3734 1244,7 10 12 11 11,00
3 P31414 AT1G15690 Pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump 1 (AVP1) 529 999 803 2331 777,0 9 15 11 11,67
4 Q9LMM0 AT1G01610 Glycerol-3-phosphate sn-2-acyltransferase 4 (GPAT4) 721 317 279 1317 439,0 17 8 7 10,67
5 A8MRW1 AT2G45960 Plasma membrane intrinsic protein 1b (PIP1b) 381 424 401 1206 402,0 6 6 6 6,00
6 P61837 AT3G61430 Plasma membrane intrinsic protein 1a (PIP1a) 349 379 310 1038 346,0 6 5 5 5,33
7 Q9SRH6 AT3G01290 Hypersensitive induced reaction 2 (HIR2) 330 347 297 974 324,7 11 9 7 9,00
8 Q5XF03 AT4G00400 Glycerol-3-phosphate sn-2-acyltransferase 8 (GPAT8) 505 235 234 974 324,7 12 5 6 7,67
9 Q501E6 AT5G25250 Flotillin 1 (FLOT1) 231 383 349 963 321,0 8 7 7 7,33
10 Q9FYF7 AT1G67360 LD-associated protein 1 (LDAP1) 455 288 219 962 320,7 8 4 3 5,00
11 F4IVZ7 AT2G39730 Rubisco activase (RCA) 279 428 203 910 303,3 6 8 5 6,33
12 F4JIM7 AT4G21150 Hapless 6 (HAP6) 307 394 157 858 286,0 9 12 5 8,67
13 O03042 ATCG00490 Large subunit of RuBisCO (RBCL) 148 240 425 813 271,0 5 7 11 7,67
14 Q944K2 AT5G66680 Defective glycosylation (DGL1) 268 260 248 776 258,7 8 7 7 7,33
15 Q9MA63 AT3G05500 LD-associated protein 3 (LDAP3) 230 323 222 775 258,3 7 8 5 6,67
16 Q9FJF1 AT5G59840 Ras-related small GTP-binding family protein 208 233 323 764 254,7 7 5 5 5,67
17 P20649 AT2G18960 H+-ATPase 1 (HA1) 244 256 252 752 250,7 7 10 8 8,33
18 Q39196 AT4G00430 Plasma membrane intrinsic protein 1;4 (PIP1;4) 232 277 241 750 250,0 6 5 5 5,33
19 Q8W4S4 AT4G39080 Vacuolar proton ATPase a3 (VHA-a3) 243 290 215 748 249,3 5 6 4 5,00
20 Q08733 AT1G01620 Plasma membrane intrinsic protein 1c (PIP1c) 183 282 257 722 240,7 4 5 5 4,67
21 Q9XIE2 AT1G59870 Penetration 3 (PEN3) 211 350 147 708 236,0 7 11 5 7,67
22 P92994 AT2G30490 Cinnamate-4-hydroxylase (C4H) 232 294 158 684 228,0 7 9 4 6,67
23 P56777 ATCG00680 Photosystem II reaction center protein b (PSBb) 183 239 218 640 213,3 5 6 5 5,33
24 Q9LKR3 AT5G28540 Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 37a (BIP1) 233 242 162 637 212,3 6 7 5 6,00
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25 P0CJ48 AT1G29920 Chlorophyll a/b-binding protein 2 (CAB2) 231 218 170 619 206,3 3 4 3 3,33
26 P43286 AT3G53420 Plasma membrane intrinsic protein 2a (PIP2a) 241 187 182 610 203,3 4 6 3 4,33
27 P93004 AT4G35100 Plasma membrane intrinsic protein 3 (PIP3) 288 137 183 608 202,7 3 2 2 2,33
28 Q70E96 AT4G36250 Aldehyde dehydrogenase 3F1 (ALDH3F1) 319 145 115 579 193,0 11 3 3 5,67
29 Q9SGH6 AT3G01420 α-Dioxigenasa (α-DOX1) 217 228 130 575 191,7 6 6 4 5,33
30 P83755 ATCG00020 Photosystem II reaction center protein a (PSBA) 122 270 182 574 191,3 3 5 2 3,33
31 Q9XF89 AT4G10340 Light harvesting complex of photosystem II 5 (LHCB5) 249 191 133 573 191,0 5 5 4 4,67
32 Q07473 AT5G01530 Light harvesting complex photosystem II (LHCB4.1) 219 202 131 552 184,0 3 3 3 3,00
33 Q8LAA6 AT4G23400 Plasma membrane intrinsic protein 1;5 (PIP1;5) 240 193 115 548 182,7 5 3 2 3,33
34 Q9FPJ4 AT5G47200 Rab GTPase homolog 1a (RAB1a) 185 121 197 503 167,7 5 4 5 4,67
35 Q9CAR7 AT1G69840 Hypersensitive induced reaction 1 (ATHIR1) 122 176 201 499 166,3 6 5 5 5,33
36 P56757 ATCG00120 ATP synthase subunit alpha (ATPa) 104 217 147 468 156,0 3 4 4 3,67
37 Q9SHC8 AT2G45140 Plant VAP homolog 12 (PVA12) 172 148 127 447 149,0 3 3 4 3,33
38 P56778 ATCG00280 Photosystem II reaction center protein C (PSBC) 116 139 180 435 145,0 3 5 4 4,00
39 Q8VZ95 AT3G60600 VAMP/synaptobrevin-associated protein 27-1 (VAP27-1) 159 154 117 430 143,3 6 4 4 4,67
40 Q9S7H1 AT4G02770 Photosystem I subunit D-1 (PSAD-1) 164 154 100 418 139,3 4 5 3 4,00
41 P56771 ATCG00540 Photosynthetic electron transfer a (PETA) 142 111 130 383 127,7 4 3 4 3,67
42 Q9SVC2 AT3G52400 Syntaxin of plants 122 (SYP122) 79 148 150 377 125,7 2 3 3 2,67
43 P29402 AT5G61790 Calnexin 1 (CNX1) 130 129 112 371 123,7 4 3 5 4,00
44 P56761 ATCG00270 Photosystem II reaction center protein D (PSBD) 106 125 139 370 123,3 3 2 2 2,33
45 P31167 AT3G08580 ADP/ATP carrier 1 (AAC1) 97 188 82 367 122,3 4 7 2 4,33
46 Q9LW27 AT3G26830 Phytoalexin deficient 3 (PAD3) 126 148 82 356 118,7 4 6 3 4,33
47 Q9LS94 AT3G18820 Rab GTPase homolog G3f (RAB7b) 100 107 141 348 116,0 3 3 5 3,67
48 O04309 AT3G16470 Jasmonate Responsive 1 (JR1) 158 76 97 331 110,3 4 2 3 3,00
49 Q8L636 AT1G53210 Na+/Ca2+ exchanger (NCL) 112 93 123 328 109,3 2 2 2 2,00
50 Q9LMQ2 AT1G15820 Light harvesting complex photosystem II subunit 6 (LHCB6) 90 173 53 316 105,3 2 4 2 2,67
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51 Q39085 AT3G19820 Dwarf 1 (DWF1) 120 103 93 316 105,3 3 3 3 3,00
52 F4I5X3 AT1G10740 α/β hydrolases superfamily proteins 123 95 96 314 104,7 4 4 2 3,33
53 Q96283 AT3G46830 Rab GTPase homolog A2C (RABA2c) 90 96 121 307 102,3 3 3 4 3,33
54 O49342 AT2G30770 Cytochrome P450, family 71, subfamily a, polypeptide 13 (CYP71A13) 171 78 55 304 101,3 4 4 2 3,33
55 Q9STF2 AT3G46780 Plastid transcriptionally active 16 (PTAC16) 95 129 79 303 101,0 2 4 2 2,67
56 Q9ZUA0 AT2G01720 Ribophorin I 77 155 66 298 99,3 3 5 2 3,33
57 Q9SE50 AT1G52400 Beta glucosidase 18 (BGLU18) 197 53 45 295 98,3 6 2 2 3,33
58 Q9SVR1 AT4G13160 DUF593 (protein of unknown function/Zein-binding protein 106 111 76 293 97,7 3 3 2 2,67
59 O23657 AT1G43890 Rab GTPase homolog B18 (RAB18) 49 82 161 292 97,3 2 2 4 2,67
60 Q9SHE8 AT1G31330 Photosystem I subunit f (PSAF) 59 129 102 290 96,7 2 3 3 2,67
61 Q9CAX6 AT3G11510 Ribosomal protein S11 family protein 120 73 97 290 96,7 3 2 2 2,33
62 O48832 AT2G17840 Early-responsive to dehydration 7 (ERD7) 98 113 75 286 95,3 2 3 2 2,33
63 P56759 ATCG00130 ATPase family subunit F (ATPF) 62 117 86 265 88,3 2 4 2 2,67
64 Q94CE4 AT1G70410 Beta carbonic anhydrase 4 (BCA4) 75 67 107 249 83,0 3 3 3 3,00
65 Q9C8G5 AT1G30360 Early-responsive to dehydration 4 (ERD4) 94 96 58 248 82,7 3 4 2 3,00
66 Q9M2U2 AT3G55360 Eceriferum 10 (CER10) 86 91 54 231 77,0 2 3 2 2,33
67 P25856 AT3G26650 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase a subunit (GAPA) 56 78 70 204 68,0 2 3 3 2,67
68 P56766 ATCG00350 Photosystem I P700 chlorophyll A aproprotein A1 (PSAA) 67 70 65 202 67,3 3 3 3 3,00
69 Q9SUR3 AT4G23630 VIRB2-interacting protein 1 (BTI1) 60 74 54 188 62,7 2 4 2 2,67
70 Q8RWJ5 AT1G29310 Putative uncharacterized protein 57 65 41 163 54,3 2 2 2 2,00
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1 O22788 AT2G33380 Responsive to desiccation 20 (RD20/CLO3) 2809 3952 3262 10023 3341,0 13 15 17 15,00
2 Q9M0N1 AT4G10790 UBX domain-containing protein/PUX10 972 957 1992 3921 1307,0 13 12 15 13,33
3 P31414 AT1G15690 Pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump 1 (AVP1) 994 777 1008 2779 926,3 16 13 17 15,33
4 Q8W4S4 AT4G39080 Vacuolar proton ATPase a3 (VHA-a3) 649 515 857 2021 673,7 14 12 15 13,67
5 Q501E6 AT5G25250 Flotillin 1 (FLOT1) 586 503 610 1699 566,3 13 12 15 13,33
6 A8MRW1 AT2G45960 Plasma membrane intrinsic protein 1b (PIP1b) 523 432 550 1505 501,7 5 5 5 5,00
7 Q9SRH6 AT3G01290 Hypersensitive induced reaction 2 (HIR2) 514 459 465 1438 479,3 12 12 11 11,67
8 Q4V3D6 AT5G25260 Flotillin 2 (FLOT2) 434 478 477 1389 463,0 11 11 12 11,33
9 Q9XIE2 AT1G59870 Penetration 3 (PEN3) 363 378 567 1308 436,0 11 11 17 13,00
10 P61837 AT3G61430 Plasma membrane intrinsic protein 1a (PIP1a) 408 438 458 1304 434,7 5 5 5 5,00
11 Q9LKR3 AT5G28540 Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 37a (BIP1) 449 193 527 1169 389,7 12 7 17 12,00
12 Q9FYF7 AT1G67360 LD-associated protein 1 (LDAP1) 291 370 482 1143 381,0 7 7 8 7,33
13 Q39196 AT4G00430 plasma membrane intrinsic protein 1;4 (pip1;4) 343 370 403 1116 372,0 6 6 6 6,00
14 Q9M9E1 AT1G15520 ATP-binding cassette G40 (ABCG40) 458 248 396 1102 367,3 11 8 12 10,33
15 Q9SGH6 AT3G01420 α-Dioxigenasa (αDOX1) 346 173 583 1102 367,3 8 6 14 9,33
16 F4JIM7 AT4G21150 Hapless 6 (HAP6) 384 326 383 1093 364,3 8 6 11 8,33
17 P20649 AT2G18960 H+-ATPase 1 (HA1) 402 245 421 1068 356,0 13 8 14 11,67
18 F4IVZ7 AT2G39730 Rubisco activase (RCA) 398 310 359 1067 355,7 9 6 6 7,00
19 P17745 AT4G20360 Rab GTPase homolog e1b (RABE1b) 371 212 421 1004 334,7 6 3 10 6,33
20 P25856 AT3G26650 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase a subunit (GAPA) 504 139 335 978 326,0 9 5 8 7,33
21 P43286 AT3G53420 Plasma membrane intrinsic protein 2a (PIP2a) 316 290 364 970 323,3 6 6 6 6,00
22 F4JPJ7 AT4G30190 H+-ATPase 2 (HA2) 365 216 339 920 306,7 10 7 11 9,33
23 Q9LMM0 AT1G01610 Glycerol-3-phosphate sn-2-acyltransferase 4 (GPAT4) 292 188 432 912 304,0 6 4 12 7,33
24 O80948 AT2G39330 Jacalin-related lectin 23 (JAL23) 163 366 341 870 290,0 4 7 8 6,33
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25 Q944K2 AT5G66680 Defective glycosylation (DGL1) 258 224 382 864 288,0 5 6 9 6,67
26 Q08733 AT1G01620 Plasma membrane intrinsic protein 1c (PIP1c) 244 267 346 857 285,7 4 5 5 4,67
27 O23654 AT1G78900 Vacuolar ATP synthase subunit A (VHA-A) 255 126 460 841 280,3 5 3 12 6,67
28 Q9CAR7 AT1G69840 Hypersensitive induced reaction 1 (ATHIR1) 269 261 229 759 253,0 9 8 6 7,67
29 Q9C8G5 AT1G30360 Early-responsive to dehydration 4 (ERD4) 128 252 331 711 237,0 3 6 7 5,33
30 O04309 AT3G16470 Jasmonate responsive 1 (JR1) 178 247 275 700 233,3 3 5 4 4,00
31 Q8LAA6 AT4G23400 Plasma membrane intrinsic protein 1;5 (PIP1;5) 192 232 246 670 223,3 4 4 5 4,33
32 F4J8V9 AT3G18780 Actin 2 (ACT2) 270 228 169 667 222,3 7 5 5 5,67
33 Q9SVR1 AT4G13160 DUF593 (protein of unknown function/Zein-binding protein 159 238 209 606 202,0 4 5 4 4,33
34 Q9SHC8 AT2G45140 Plant VAP homolog 12 (PVA12) 183 201 214 598 199,3 4 4 3 3,67
35 Q9FM19 AT5G62740 Hypersensitive-induced response protein 1 (HIR1) 222 154 220 596 198,7 7 6 7 6,67
36 P31167 AT3G08580 ADP/ATP carrier 1 (AAC1) 214 164 196 574 191,3 8 5 6 6,33
37 Q9STF2 AT3G46780 Plastid transcriptionally active 16 (PTAC16) 158 178 231 567 189,0 5 7 4 5,33
38 P0DH99 AT1G07940 Elongation factor1-alpha 3 218 133 200 551 183,7 5 3 6 4,67
39 P25857 AT1G42970 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase b subunit (gapb) 153 162 233 548 182,7 4 5 6 5,00
40 Q8RUC6 AT2G35635 Ubiquitin 7 (UBQ7) 262 89 194 545 181,7 3 4 5 4,00
41 Q9FNH6 AT5G06320 NDR1/HIN1-like 3 (NHL3) 212 184 122 518 172,7 4 3 3 3,33
42 O03042 ATCG00490 Large subunit of RuBisCO(rbcl) 226 147 140 513 171,0 7 4 5 5,33
43 P93004 AT4G35100 Plasma membrane intrinsic protein 3 (PIP3) 173 102 219 494 164,7 2 2 3 2,33
44 F4IFM6 AT2G20990 Synaptotagmin A (SYTA) 103 215 164 482 160,7 3 5 5 4,33
45 P56757 ATCG00120 ATP synthase subunit alpha (ATPa) 162 151 165 478 159,3 5 4 4 4,33
46 P29402 AT5G61790 Calnexin 1 (CNX1) 181 115 180 476 158,7 3 2 6 3,67
47 Q9ZSD4 AT3G11820 Syntaxin of plants 121 (SYP121) 122 168 168 458 152,7 3 3 4 3,33
48 O49340 AT2G30750 Cytochrome P450, family 71, subfamily a, polypeptide 12 (CYP71A12) 195 133 124 452 150,7 5 3 4 4,00
49 F4JXW9 AT5G11560 PQQ-DH domain containing protein 94 151 206 451 150,3 2 4 5 3,67
50 P56778 ATCG00280 Photosystem II reaction center protein C (PSBC) 117 98 235 450 150,0 2 2 6 3,33
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51 Q9ZQ87 AT2G03510 SPFH/Band 7/PHB domain containig membrane-associated protein family 117 177 151 445 148,3 4 6 5 5,00
52 P92994 AT2G30490 Cinnamate-4-hydroxylase (C4H) 163 114 156 433 144,3 4 3 4 3,67
53 Q9SMX3 AT5G15090 Voltage dependent anion channel 3 (VDAC3) 100 73 260 433 144,3 3 2 6 3,67
54 F4KG21 AT5G46110 Acclimation of photosynthesis to  environment 2 (APE2) 151 84 196 431 143,7 4 3 4 3,67
55 Q9FFC9 AT5G16550 Unknown lipid droplet protein/Lipid Droplet Interacting Protein (LDIP) 162 104 164 430 143,3 2 3 3 2,67
56 Q8GXS3 AT4G25550 Pre-mRNA cleavage factor lm 25 kDa subunit 2 97 156 164 417 139,0 2 3 2 2,33
57 Q9FHM7 AT5G51570 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated protein family/Hypersensitive-induced response protein 4 147 70 198 415 138,3 4 2 6 4,00
58 Q02972 AT4G37990 Elicitor-activated gene 3-2 (ELI3-2) 170 90 140 400 133,3 3 2 3 2,67
59 P19366 ATCG00480 ATP synthase subunit beta (PB) 123 103 167 393 131,0 3 3 5 3,67
60 F4HQT1 AT1G13440 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2 (GAPC2) 203 52 129 384 128,0 3 2 4 3,00
61 P43287 AT2G37170 Plasma membrane intrinsic protein 2 (PIP2b) 111 122 144 377 125,7 3 4 5 4,00
62 F4JXE8 AT5G59960 K-stimulated pyrophosphate-energized sodium pump protein 79 104 177 360 120,0 3 3 5 3,67
63 Q9SRH5 AT3G01280 Voltage dependent anion channel 1 (VDAC1) 86 100 166 352 117,3 2 2 4 2,67
64 Q9SVC2 AT3G52400 Syntaxin of plants 122 (SYP122) 84 160 106 350 116,7 2 3 2 2,33
65 P43297 AT1G47128 Responsive to dehydration 21A (RD21a) 76 72 195 343 114,3 3 2 5 3,33
66 Q9LW27 AT3G26830 Phytoalexin deficient 3 (PAD3) 151 123 66 340 113,3 6 7 2 5,00
67 Q9LS01 AT3G25780 Allene oxide cyclase 3 (AOC3) 146 111 81 338 112,7 3 2 2 2,33
68 Q9ZV24 AT2G28900 Outer plastid envelope protein 16-1 (OEP16-1) 124 123 89 336 112,0 3 2 3 2,67
69 Q9LI61 AT3G30390 Amino acid transporter AVT6A 118 102 93 313 104,3 2 2 2 2,00
70 Q9FMF7 AT5G64290 Dicarboxylate transport 2.1 (DITt2.1) 97 79 127 303 101,0 3 2 3 2,67
71 Q9SHE8 AT1G31330 Photosystem I subunit F (PSAF) 50 65 187 302 100,7 2 2 4 2,67
72 Q9SK50 AT2G24820 Translocon at the inner envelope membrane of chloroplasts 55-II (TIC55-II) 67 56 165 288 96,0 2 2 8 4,00
73 Q39085 AT3G19820 Dwarf 1 (DW11) 66 69 141 276 92,0 2 2 3 2,33
74 F4I1B4 AT1G22280 Phytochrome-associated protein phosphatase type 2C (PAPP2C) 61 96 96 253 84,3 2 3 3 2,67
75 Q8VZ95 AT3G60600 VAMP/synaptobrevin-associated protein 27-1 (VAP27-1) 109 87 54 250 83,3 3 3 2 2,67
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76 Q9SSR2 AT1G52600 Peptidase S24/S26A/S26B/S26C 89 80 73 242 80,7 2 2 2 2,00
77 Q9M2L4 AT3G57330 Autoinhibited Ca2+-ATPase 11 (ACA11) 48 62 125 235 78,3 2 2 3 2,33
78 O65787 AT2G24180 Cytochrome P450 71B6 (CYP71B6) 107 78 48 233 77,7 4 3 2 3,00
79 Q9SAE4 AT1G13100 Cytochrome P450, family 71, subfamily b, polypeptide 29 (CYP71B29) 63 70 75 208 69,3 2 2 2 2,00
80 Q9SDS7 AT1G12840 De-etiolated 3 (DET3) 61 62 71 194 64,7 2 2 2 2,00
81 O81108 AT4G37640 Calcium ATPase 2 (ACA2) 50 55 55 160 53,3 2 2 2 2,00
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R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 O22788 AT2G33380 Responsive to desiccation 20 (RD20/CLO3) 2282 1974 1366 1576 1409 1040 2809 3952 3262 19670 2185,6 13 10 13 9 10 8 13 15 17 12,00
2 Q9M0N1 AT4G10790 UBX domain-containing protein/PUX10 920 587 1080 858 1229 1647 972 957 1992 10242 1138,0 10 8 10 10 12 11 13 12 15 11,22
3 P31414 AT1G15690 Pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump 1 (AVP1) 635 636 833 529 999 803 994 777 1008 7214 801,6 11 12 11 9 15 11 16 13 17 12,78
4 Q9FYF7 AT1G67360 LD-associated protein 1 (LDAP1) 946 719 564 455 288 219 291 370 482 4334 481,6 10 10 10 8 4 3 7 7 8 7,44
5 A8MRW1 AT2G45960 Plasma membrane intrinsic protein 1b (PIP1b) 582 481 411 381 424 401 523 432 550 4185 465,0 6 6 6 6 6 6 5 5 5 5,67
6 Q8W4S4 AT4G39080 Vacuolar proton ATPase A3 (VHA-A3) 466 403 202 243 290 215 649 515 857 3840 426,7 11 10 11 5 6 4 14 12 15 9,78
7 Q9LMM0 AT1G01610 Glycerol-3-phosphate sn-2-acyltransferase 4 (GPAT4) 549 257 685 721 317 279 292 188 432 3720 413,3 13 8 13 17 8 7 6 4 12 9,78
8 P61837 AT3G61430 Plasma membrane intrinsic protein 1a (PIP1a) 490 496 386 349 379 310 408 438 458 3714 412,7 6 6 6 6 5 5 5 5 5 5,44
9 Q9SRH6 AT3G01290 Hypersensitive induced reaction 2 (HIR4) 210 387 199 330 347 297 514 459 465 3208 356,4 5 8 5 11 9 7 12 12 11 8,89
10 Q501E6 AT5G25250 Flotillin 1 (FLOT1) 119 133 84 231 383 349 586 503 610 2998 333,1 4 4 4 8 7 7 13 12 15 8,22
11 Q39196 AT4G00430 Plasma membrane intrinsic protein 1;4 (PIP1;4) 321 471 284 232 277 241 343 370 403 2942 326,9 5 6 5 6 5 5 6 6 6 5,56
12 F4JIM7 AT4G21150 Hapless 6 (HAP6) 426 325 203 307 394 157 384 326 383 2905 322,8 9 9 9 9 12 5 8 6 11 8,67
13 Q9XIE2 AT1G59870 Penetration 3 (PEN3) 306 430 147 211 350 147 363 378 567 2899 322,1 11 15 11 7 11 5 11 11 17 11,00
14 Q9LKR3 AT5G28540 Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 37a (BIP1) 348 448 56 233 242 162 449 193 527 2658 295,3 9 10 9 6 7 5 12 7 17 9,11
15 Q08733 AT1G01620 Plasma membrane intrinsic protein 1c (PIP1c) 351 369 276 183 282 257 244 267 346 2575 286,1 5 5 5 4 5 5 4 5 5 4,78
16 F4IVZ7 AT2G39730 Rubisco activase (RCA) 265 204 116 279 428 203 398 310 359 2562 284,7 5 5 5 6 8 5 9 6 6 6,11
17 P43286 AT3G53420 Plasma membrane intrinsic protein 2a (PIP2a) 271 383 322 241 187 182 316 290 364 2556 284,0 6 6 6 4 6 3 6 6 6 5,44
18 Q944K2 AT5G66680 Defective glycosylation (DGL1) 324 379 169 268 260 248 258 224 382 2512 279,1 9 9 9 8 7 7 5 6 9 7,67
19 O03042 ATCG00490 Large subunit of RuBisCO (RBCL) 408 91 513 148 240 425 226 147 140 2338 259,8 12 2 12 5 7 11 7 4 5 7,22
20 Q9CAR7 AT1G69840 Hypersensitive induced reaction 1 (ATHIR1) 208 342 225 122 176 201 269 261 229 2033 225,9 5 7 5 6 5 5 9 8 6 6,22
21 P56778 ATCG00280 Photosystem II reaction center protein c (PSBc) 278 516 192 116 139 180 117 98 235 1871 207,9 5 7 5 3 5 4 2 2 6 4,33
22 Q8LAA6 AT4G23400 Plasma membrane intrinsic protein 1;5 (PIP1;5) 235 243 161 240 193 115 192 232 246 1857 206,3 5 4 5 5 3 2 4 4 5 4,11
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23 Q9C8G5 AT1G30360 Early-responsive to dehydration 4 (ERD4) 263 336 209 94 96 58 128 252 331 1767 196,3 8 11 8 3 4 2 3 6 7 5,78
24 Q9SVR1 AT4G13160 DUF593 (protein of unknown function/Zein-binding protein 379 169 298 106 111 76 159 238 209 1745 193,9 6 3 6 3 3 2 4 5 4 4,00
25 P93004 AT4G35100 Plasma membrane intrinsic protein 3 (PIP3) 233 166 132 288 137 183 173 102 219 1633 181,4 3 3 3 3 2 2 2 2 3 2,56
26 Q9STF2 AT3G46780 Plastid transcriptionally active 16 (PTAC16) 318 298 124 95 129 79 158 178 231 1610 178,9 9 8 9 2 4 2 5 7 4 5,56
27 P25856 AT3G26650 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase a subunit (GAPA) 95 174 107 56 78 70 504 139 335 1558 173,1 2 5 2 2 3 3 9 5 8 4,33
28 Q9SHC8 AT2G45140 Plant VAP homolog 12 (PVA12) 196 225 84 172 148 127 183 201 214 1550 172,2 3 4 3 3 3 4 4 4 3 3,44
29 P56757 ATCG00120 ATP synthase subunit alpha (ATPa) 252 189 90 104 217 147 162 151 165 1477 164,1 9 8 9 3 4 4 5 4 4 5,56
30 O04309 AT3G16470 Jasmonate responsive 1 (JR1) 107 129 74 158 76 97 178 247 275 1341 149,0 3 2 3 4 2 3 3 5 4 3,22
31 P31167 AT3G08580 ADP/ATP carrier 1 (AAC1) 101 157 137 97 188 82 214 164 196 1336 148,4 4 6 4 4 7 2 8 5 6 5,11
32 Q8VZ95 AT3G60600 VAMP/synaptobrevin-associated protein 27-1 (VAP27-1) 90 66 50 159 154 117 109 87 54 886 98,4 3 2 3 6 4 4 3 3 2 3,33
33 Q9SHE8 AT1G31330 Photosystem I subunit F (PSAF) 86 106 60 59 129 102 50 65 187 844 93,8 3 3 3 2 3 3 2 2 4 2,78
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péptidosR1 R2 R3 R1 R2 R3
1 F4K873 AT5G14740 Carbonic anhydrase 2 (CA2) 257 222 231 710 236,7 4 5 5 4,67
2 P56767 ATCG00340 Photosystem I P700 chlorophyll A apoprotein A2 (PSAB) 303 220 186 709 236,3 5 4 6 5,00
3 Q9S831 AT4G28750 PSA e1 knockout (PSAe-1) 176 158 146 480 160,0 3 3 2 2,67
4 Q9S7J7 AT2G05070 Photosystem II light harvesting complex gene 2.2 (LHCB2.2) 105 158 212 475 158,3 4 4 4 4,00
5 P27521 AT3G47470 Light-harvesting chlorophyll-protein complex I subunit A4 (LHCA4) 243 97 126 466 155,3 5 2 2 3,00
6 Q9SUI4 AT4G12800 Photosystem I subunit L (PSAL) 125 153 83 361 120,3 3 2 2 2,33
7 Q9SEL6 AT5G39510 Shoot gravitropsim 4 (SGR4) 111 116 113 340 113,3 2 2 2 2,00
8 Q9LTL0 AT3G26290 Cytochrome P450, family 71, subfamily b, polypeptide 26 (CYP71B26) 107 126 71 304 101,3 2 3 2 2,33
9 Q9M2D8 AT3G61260 Remorin family protein 55 144 95 294 98,0 2 5 3 3,33
10 P93014 AT2G33800 Scabra 1 (SCA1) 151 84 57 292 97,3 4 2 2 2,67
11 Q42139 AT4G32260 Pigment defective 334 (PDE334) 79 157 55 291 97,0 3 4 2 3,00
12 Q9LJG3 AT3G14210 Epithiospecifier modifier 1 (ESM1) 93 87 59 239 79,7 2 3 2 2,33
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detectados 72 hpi Media
péptidos
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Presentes en muestras de 24 y 72 hpi
1 P20649 AT2G18960 H+-ATPase 1 (HA1) 244 256 252 402 245 421 1820 303,3 7 10 8 13 8 14 10,00
2 P92994 AT2G30490 Cinnamate-4-hydroxylase (C4H) 232 294 158 163 114 156 1117 186,2 7 9 4 4 3 4 5,17
3 Q9SGH6 AT3G01420 α-Dioxigenasa (αDOX1) 217 228 130 346 173 583 1677 279,5 6 6 4 8 6 14 7,33
4 Q39085 AT3G19820 Dwarf 1 (DWF1) 120 103 93 66 69 141 592 98,7 3 3 3 2 2 3 2,67
5 Q9LW27 AT3G26830 Phytoalexin deficient 3 (PAD3) 126 148 82 151 123 66 696 116,0 4 6 3 6 7 2 4,67
6 Q9SVC2 AT3G52400 Syntaxin of plants 122 (SYP122) 79 148 150 84 160 106 727 121,2 2 3 3 2 3 2 2,50
7 P29402 AT5G61790 Calnexin 1 (CNX1) 130 129 112 181 115 180 847 141,2 4 3 5 3 2 6 3,83
Presentes exclusivamente en muestras de 24 hpi
1 Q5XF03 AT4G00400 Glycerol-3-phosphate sn-2-acyltransferase 8 (GPAT8) 505 235 234 974 324,7 12 5 6 7,67
2 Q9MA63 AT3G05500 LD-associated protein 3 (LDAP3) 230 323 222 775 258,3 7 8 5 6,67
3 Q9FJF1 AT5G59840 Ras-related small GTP-binding family protein 208 233 323 764 254,7 7 5 5 5,67
4 Q70E96 AT4G36250 Aldehyde dehydrogenase 3F1 (ALDH3F1) 319 145 115 579 193,0 11 3 3 5,67
5 Q9FPJ4 AT5G47200 Rab GTPase homolog 1a (RAB1a) 185 121 197 503 167,7 5 4 5 4,67
6 Q9LS94 AT3G18820 Rab GTPase homolog G3f (RAB7b) 100 107 141 348 116,0 3 3 5 3,67
7 F4I5X3 AT1G10740 α/β hydrolases superfamily proteins 123 95 96 314 104,7 4 4 2 3,33
8 Q96283 AT3G46830 Rab GTPase homolog A2C (RABA2c) 90 96 121 307 102,3 3 3 4 3,33
9 O49342 AT2G30770 Cytochrome P450, family 71, subfamily a, polypeptide 13 (CYP71A13) 171 78 55 304 101,3 4 4 2 3,33
10 Q9ZUA0 AT2G01720 Ribophorin I 77 155 66 298 99,3 3 5 2 3,33
11 Q9SE50 AT1G52400 Beta glucosidase 18 (BGLU18) 197 53 45 295 98,3 6 2 2 3,33
12 O23657 AT1G43890 Rab GTPase homolog B18 (RAB18) 49 82 161 292 97,3 2 2 4 2,67
13 O48832 AT2G17840 Early-responsive to dehydration 7 (ERD7) 98 113 75 286 95,3 2 3 2 2,33
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14 Q9M2U2 AT3G55360 Eceriferum 10 (CER10) 86 91 54 231 77,0 2 3 2 2,33
15 Q9SUR3 AT4G23630 VIRB2-interacting protein 1 (BTI1) 60 74 54 188 62,7 2 4 2 2,67
16 Q8RWJ5 AT1G29310 Putative uncharacterized protein 57 65 41 163 54,3 2 2 2 2,00
Presentes exclusivamente en muestras de 72 hpi
1 Q4V3D6 AT5G25260 Flotillin-like protein (FLOT1) 434 478 477 1389 463,0 11 11 12 11,33
2 Q9M9E1 AT1G15520 ATP-binding cassette G40 (ABCG40) 458 248 396 1102 367,3 11 8 12 10,33
3 F4JPJ7 AT4G30190 H+-ATPase 2 (HA2) 365 216 339 920 306,7 10 7 11 9,33
4 O80948 AT2G39330 Jacalin-related lectin 23 (JAL23) 163 366 341 870 290,0 4 7 8 6,33
5 F4J8V9 AT3G18780 Actin 2 (ACT2) 270 228 169 667 222,3 7 5 5 5,67
6 Q8RUC6 AT2G35635 Ubiquitin 7 (UBQ7) 262 89 194 545 181,7 3 4 5 4,00
7 Q9FNH6 AT5G06320 NDR1/HIN1-like 3 (NHL3) 212 184 122 518 172,7 4 3 3 3,33
8 O49340 AT2G30750 Cytochrome P450, family 71, subfamily a, polypeptide 12 (CYP71A12) 195 133 124 452 150,7 5 3 4 4,00
9 F4JXW9 AT5G11560 PQQ-DH domain containing protein 94 151 206 451 150,3 2 4 5 3,67
10 Q9SMX3 AT5G15090 Voltage dependent anion channel 3 (VDAC3) 100 73 260 433 144,3 3 2 6 3,67
11 F4KG21 AT5G46110 Acclimation of photosynthesis to  environment 2 (APE2) 151 84 196 431 143,7 4 3 4 3,67
12 Q8GXS3 AT4G25550 Pre-mRNA cleavage factor lm 25 kDa subunit 2 97 156 164 417 139,0 2 3 2 2,33
13 Q9FHM7 AT5G51570 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated protein family/Hypersensitive-induced response protein 4 147 70 198 415 138,3 4 2 6 4,00
14 Q02972 AT4G37990 Elicitor-activated gene 3-2 (ELI3-2) 170 90 140 400 133,3 3 2 3 2,67
15 F4HQT1 AT1G13440 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2 (GAPC2) 203 52 129 384 128,0 3 2 4 3,00
16 P43287 AT2G37170 Plasma membrane intrinsic protein 2 (PIP2b) 111 122 144 377 125,7 3 4 5 4,00
17 Q9SRH5 AT3G01280 Voltage dependent anion channel 1 (VDAC1) 86 100 166 352 117,3 2 2 4 2,67
18 P43297 AT1G47128 Responsive to dehydration 21A (RD21a) 76 72 195 343 114,3 3 2 5 3,33
19 Q9LS01 AT3G25780 Allene oxide cyclase 3 (AOC3) 146 111 81 338 112,7 3 2 2 2,33
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20 Q9ZV24 AT2G28900 Outer plastid envelope protein 16-1 (OEP16-1) 124 123 89 336 112,0 3 2 3 2,67
21 Q9LI61 AT3G30390 Amino acid transporter AVT6A 118 102 93 313 104,3 2 2 2 2,00
22 Q9FMF7 AT5G64290 Dicarboxylate transport 2.1 (DITt2.1) 97 79 127 303 101,0 3 2 3 2,67
23 Q9SK50 AT2G24820 Translocon at the inner envelope membrane of chloroplasts 55-II (TIC55-II) 67 56 165 288 96,0 2 2 8 4,00
24 Q9SSR2 AT1G52600 Peptidase S24/S26A/S26B/S26C 89 80 73 242 80,7 2 2 2 2,00
25 Q9M2L4 AT3G57330 Autoinhibited Ca2+-ATPase 11 (ACA11) 48 62 125 235 78,3 2 2 3 2,33
26 O65787 AT2G24180 Cytochrome P450 71B6 (CYP71B6) 107 78 48 233 77,7 4 3 2 3,00
27 Q9SAE4 AT1G13100 Cytochrome P450, family 71, subfamily b, polypeptide 29 (CYP71B29) 63 70 75 208 69,3 2 2 2 2,00
28 O81108 AT4G37640 Calcium ATPase 2 (ACA2) 50 55 55 160 53,3 2 2 2 2,00
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